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Il crescente sviluppo delle tecnologie legate a produzione e impiego di nanoparticelle (materiali con 
almeno una dimensione compresa tra 1 e 100 nm) ha causato il proliferare di studi riguardanti le 
proprietà fisicochimiche, le possibili interazioni con i sistemi biologici e il conseguente impatto 
sull’ambiente e gli organismi viventi di questi materiali. Tuttavia, la maggior parte delle ricerche è 
focalizzata sui potenziali rischi per la salute umana, mentre ancora poche informazioni si hanno 
sull’impatto di questi materiali su specie a rischio, quali ad esempio i mammiferi marini. 
Scopo di questo studio è stato valutare il potenziale effetto genotossico di particelle di biossido di 
titanio, TiO2 su leucociti isolati di delfini della specie Tursiops truncatus (Montagu, 1821). 
L’input di particelle di biossido di titanio in ambiente marino ha origine sia industriale che non, 
derivando sia direttamente che indirettamente da produzione e utilizzo di cosmetici e creme solari, 
dilavamento da discariche e liquami applicati ai suoli, deposizioni atmosferiche successive 
all’incenerimento dei rifiuti. Considerata la grande scala di produzione e utilizzo di questi materiali, 
è inevitabile che le nanoparticelle e i loro derivati si accumulino in ambiente acquatico, e possano 
esplicare il loro potenziale effetto genotossico sugli organismi viventi sia a breve che a lungo 
termine. In particolare, vanno monitorati e salvaguardati organismi a rischio come i mammiferi 
marini che, essendo predatori terminali al vertice delle reti trofiche, tendono ad accumulare alte 
concentrazioni di contaminanti e sono dunque  soggetti ad elevato rischio tossicologico. 
Per questi motivi i test condotti sono stati effettuati attraverso un approccio non invasivo, 
utilizzando leucociti isolati da sangue prelevato da cinque tursiopi in cattività presso il delfinario 
Oltremare srl di Riccione. 
Sono state testate due forme di TiO2, caratterizzate da diversi reticoli cristallini: rutilo, di 
dimensioni < 5000 nm, e anatasio, di dimensioni < 25 nm. Per l’esposizione in vitro, le 
nanoparticelle sono state sospese in RPMI e sonicate per 30 minuti ad una frequenza di 35 kHz; i 
leucociti sono stati isolati attraverso un processo di lisi. L’esperimento ha previsto l’esposizione dei 
campioni di sangue di ogni animale in tre tempi (4, 24 e 48 ore) a tre dosi (20, 50 e 100 µg/ml) delle 
due forme di TiO2; un controllo per ogni tempo; due repliche per ogni combinazione di dose e 
tempo. 
La valutazione dell’effetto genotossico è stata effettuata attraverso l’ Alkaline Single Gel 
Electrophoresis, o Comet Assay, mentre una valutazione dell’effetto citotossico è stata fatta 
utilizzando la colorazione con Trypan Blue.  
I risultati mostrano un’elevata vitalità cellulare, compresa tra l’85 % e il 100 %, anche dopo 
esposizione alle dosi più alte di TiO2, per tutti i tempi di esposizione. Un aumento significativo 
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della migrazione di DNA (proporzionale al danno genetico) rispetto ai controlli è stato rilevato dopo 
24 e 48 ore di esposizione alle dosi più elevate di rutile e dopo 48 ore di esposizione a anatase. 
I risultati ottenuti indicano, per le dosi e i tempi testati, un effetto geno- e cito- tossico lieve delle 
particelle di TiO2 sui leucociti isolati, con genotossicità leggermente maggiore per il rutilo. 
Da un confronto con gli studi preesistenti, i leucociti di tursiope risultano essere meno suscettibili 
all’esposizione a particelle di TiO2 rispetto a quelli umani, e più sensibili rispetto a quelli di pesci, 
organismi marini che non mostrano subire alcun effetto genotossico dopo esposizione a TiO2. 
Tuttavia, queste differenze potrebbero essere anche legate alle diverse dimensioni delle particelle 
utilizzate e ai diversi tipi di interazione con il mezzo in cui esse sono state disperse. Si rendono 
dunque necessarie ulteriori indagini per comprendere l’influenza dei fattori fisicochimici e delle 





Assessing genotoxicity of TiO2 particles in isolated bottlenose dolphin (Tursiops truncatus) 
leukocytes  
 
The growing development of technologies based on the production and use of nanoparticles 
(materials with at least one dimension sized between 1 and 100 nm) is driving an increasing 
research interest for the interactions of nano-materials with living systems and their potential health 
hazard. Nevertheless, most of the results that have been published in recent years concern the risks 
associated with human exposure, while very few information has been produced about the 
environmental impact of nanomaterials  and none of these regard endangered species, like marine 
mammals. 
The aim of this study is to evaluate the genotoxic potential of titanium dioxide (TiO2 ) particles on 
isolated leukocytes of the bottlenose dolphin Tursiops truncatus (Montagu, 1821). 
The input of nanoparticles in the aquatic environment is likely to be due both to industrial and non-
industrial sources, deriving from the production and use of cosmetics and sun creams, sewer 
sources, leaching from landfill or soil applied sewage sludge and atmospheric sources from waste 
combustion. Given that nanotechnology industries plan large scale production, it is inevitable that 
these products and their by-products will reach and accumulate in the aquatic environments. 
Endangered species,  like marine mammals, that are subject to contaminants bioaccumulation and 
prone to pollution impacts, are to be monitored and protected preferentially. 
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For those reasons, our tests were made using a non-invasive approach, based on the use of cells 
isolated from blood taken from five specimens of bottlenose dolphin reared in captivity by 
Oltremare srl in Riccione in order to achieve a preliminary assessment of the susceptibility of a 
toothed cetacean to particulate TiO2 exposure. 
Two different forms of TiO2 were tested: rutile, sized < 5000 nm, and anatase, sized < 25 nm. For in 
vitro exposure, nanoparticles were suspended in RPMI and sonicated at 35 kHz for 30’; leukocytes 
were isolated with the lysis procedure. Blood samples were exposed for 4, 24 and 48 hours to three 
different concentrations (20, 50 e 100 µg/ml) of rutile and anatase, including a control. 
Genotoxic effects were evaluated by the Alkaline Single Gel Electrophoresis or Comet Assay 
(detecting single and double DNA strand breaks, as well as alkali labile sites), and cells viability 
was evaluated by the Trypan Blue exclusion assay. Electron Microscopy was also used for 
assessing the aggregation of particles in experimental suspensions. 
Results show a statistically significant increase of DNA fragmentation detected after 24 and 48 
hours of exposure to the highest doses of rutile and after 48 hours of exposure to anatase. These 
data suggest a slight genotoxic effect of titanium dioxide particles on isolated dolphin leukocytes at 
the concentrations and times tested. Cell viability  was always high, exceeding 85% after 
experimental exposures, suggesting the absence of a significant cytotoxic effect of TiO2.   
Comparing our results with other studies, bottlenose dolphin leukocytes seem to be less susceptible 
to TiO2  than the human ones, but more than fish cells. However, the influence of particle size 
and/or interactions with the medium on experimental results cannot be excluded. 
More studies are requested to investigate the influence of different physical-chemicals factors as 
well as of the interactions between nanoparticles and living systems in determining the effects of 














1. 1 LE NANOPARTICELLE E LA NANOTECNOLOGIA 
 
La nanotecnologia include tutti i campi della scienza e della tecnologia nei quali i fenomeni 
avvengono alla scala dei nanometri. Essa include dunque la progettazione, caratterizzazione, 
produzione e applicazione di strutture, sistemi e dispositivi le cui dimensioni sono contenute entro 
questa scala. 
In natura esistono molte strutture di dimensioni nanometriche, incluse, per esempio, alcune 
molecole biologiche essenziali. Molte tecnologie hanno coinvolto e coinvolgono incidentalmente 
nanomateriali, ma è solo negli ultimi decenni che si è cominciato a modificare attivamente e 
intenzionalmente molecole e strutture di queste dimensioni.  
La ricerca sulle nanoparticelle è attualmente un campo di studio in grande sviluppo, grazie 
all’estrema varietà di possibili applicazioni di questi materiali nei campi della biomedicina, ottica e 
elettronica e al forte impatto che queste potrebbero avere sulla nostra società. 
Poiché i fenomeni che avvengono alla scala dei nanometri sono spesso molto diversi da quelli 
riscontrabili a scale diverse, essi potrebbero però anche implicare nuovi rischi per la salute 
dell’uomo e degli ecosistemi.  
Lo studio del comportamento nelle matrici ambientali e delle interazioni con i sistemi viventi di 
questi materiali è però ancora ad uno stadio preliminare, e sono dunque necessarie ulteriori ricerche 
sul destino ambientale, la persistenza e i possibili effetti tossici delle nanoparticelle generate 
artificialmente e rilasciate, intenzionalmente o accidentalmente, nell’ambiente. 
 
1.1.1 Nanoparticelle naturali e artificiali  
 
Le nanoparticelle sono naturalmente esistite nell’ambiente fin dall’inizio della storia della terra, 
come testimonia il loro rinvenimento in ghiacciai e strati sedimentari profondi. Anche le 
nanoparticelle artificiali hanno origine antica, essendo utilizzate già nel IX secolo a. C. dagli 
artigiani mesopotamici per dare lucentezza alle ceramiche lavorate. 
In ambiente naturale esistono diversi meccanismi di formazione di nanoparticelle, di tipo sia 
geologico che biologico. I processi geologici includono: 
- deterioramento da parte di agenti climatici, risultato di abrasione fisica e decomposizione chimica 
dei materiali rocciosi; 
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- autogenesi/neoformazione di nanoparticelle (questo processo include anche la formazione negli 
aerosol oceanici), che possono essere stabilizzate in soluzione da specie organiche, come le 
sostanze umiche, o da processi termodinamici che impediscono l’aggregazione in particelle più 
grandi; 
- eruzioni vulcaniche, geyser e altre attività geotermali e idrotermali. 
I processi biologici di formazione di nanoparticelle comprendono il rilascio diretto nell’ambiente da 
parte degli organismi, per esempio come essudati o particelle virali, e la formazione durante la 
degradazione di materiale biologico, come gli acidi umici e fulvici. I meccanismi biologici 
producono in genere nanomolecole organiche, sebbene alcuni organismi possano produrre anche 
granuli minerali nelle cellule. 
Nanoparticelle possono trovarsi naturalmente in polveri e ceneri vulcaniche, nel suolo e nei 
sedimenti stratificati, nei ghiacciai, in acque dolci e negli oceani, dove tendono a  localizzarsi 
preferenzialmente nel microstrato superficiale.  
Data la storica presenza di nanoparticelle sul nostro pianeta, è probabile che molti organismi 
abbiano sviluppato meccanismi di tolleranza e adattamento a questo tipo di materiali. Tuttavia, 
negli ultimi decenni, a causa del grande sviluppo delle nanoteconologie, oltre alle nanoparticelle di 
origine naturale, in ambiente vengono rilasciati, accidentalmente o intenzionalmente, anche 
nanomateriali artificiali. Questi potrebbero essere particolarmente persistenti nell’ambiente o 
contenere componenti tossici in concentrazioni o forme strutturali che non ricorrono naturalmente e 
per cui, dunque, gli organismi non possiedono sistemi di difesa o adattamento naturali (Handy et al. 
2008). 
I nanomateriali artificiali vengono sviluppati e utilizzati in una grande varietà di settori, grazie alla 
loro particolari proprietà fisico-chimiche. Prima di approfondire gli aspetti relativi ad utilizzi e 
proprietà delle nanoparticelle è però necessario conoscere alcune definizioni, utilizzate in 
nanotecnologia. 
- Una particella è definita come un piccolo oggetto che si comporta come un’unica unità in termini 
di trasporto e proprietà, ed è classificata in relazione alle dimensioni.  
- Le nanoparticelle sono materiali con almeno una dimensione compresa tra 1 e 100 nm e possono 
sviluppare proprietà differenti rispetto a particelle di dimensioni maggiori delle stesse sostanze e 
anche rispetto ai singoli componenti in soluzione (Royal society, 2004). Tuttavia, questa definizione 
è arbitraria. Per esempio, negli studi tossicologici sui materiali andrebbero considerati come 
nanomateriali anche particelle di dimensioni maggiori di 100 nm fino agli aggregati grandi fino a 
qualche centinaio di nm: in tal modo, le nanoparticelle potrebbero essere così assimilate a quelle 
classificate come particolato ultrafine (Handy e Shaw, 2007). 
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- I nanomateriali sono materiali con una o più dimensioni esterne o strutture interne che possono 
avere proprietà diverse dagli stessi materiali privi di tali caratteristiche. 
- I nanocomposti sono composti in cui almeno una delle fasi ha almeno una delle dimensioni alla 
scala dei nanometri.  
- Per nanoscala si intende un range dimensionale dell’ordine di 100 nm o meno. 
- La nanoscienza è lo studio dei fenomeni e la manipolazione di materiali alle scale atomica, 
molecolare e macromolecolare, dove le loro proprietà differiscono significativamente da quelle a 
scale maggiori. 
I nanomateriali artificiali sono progettati per sviluppare particolari proprietà fisicochimiche, in 
relazione alla successiva applicazione del prodotto. Essi possono essere a base di carbonio, come 
sfere e nanotubi (Smith et al., 2007), a base di metalli (Federici et al., 2007), costituiti da più 
composti o multistratificati (Kim et al., 2004). I campi di produzione e applicazione sono svariati e 
includono settori quali l’ottica, l’elettronica, la cosmesi, la medicina, la biologia, le industrie tessile 
e degli imballaggi, le tecnologie di trattamento delle acque, lo sviluppo di catalizzatori, biosensori e 
agenti di risanamento ambientale. 
Nelle scienze dei materiali sono in uso nanocomposti e materiali nanocristallini la cui granulometria 
particolarmente fine permette lo sviluppo di proprietà differenti da quelle delle microstrutture 
convenzionali.  
Lo studio e l’ingegneria delle proprietà superficiali dei materiali hanno rilevato che topografie 
nanometriche offrono proprietà particolari di adesione e comportamenti ottici ed elettronici 
differenti da quelli dei materiali tradizionali.  
In chimica, le nanoparticelle permettono lo sviluppo di particolari proprietà catalitiche dipendenti 
dalla superficie e dalla dimensione delle molecole.  
Nelle scienze biologiche, la comprensione dei meccanismi molecolari e delle entità funzionali a 
scala nanometrica hanno permesso il progresso nella progettazione e caratterizzazione dei farmaci e 
del loro meccanismo d’azione. Si stanno inoltre sviluppando dispositivi per applicazioni analitiche e 
strumentali in biologia e medicina, che includono la progettazione di tessuti artificiali, la tomografia 
e lo sviluppo di dispositivi ottici, elettro-ottici e elettronici. Questi, infatti, permettono un aumento 
del potere di risoluzione della microscopia confocale e a fluorescenza.  
Anche i dispositivi per l’immagazzinamento dei dati progettati utilizzando nanomateriali 
rappresentano sistemi più piccoli, veloci e a minor consumo di quelli che prevedono l’utilizzo di 
materiali di dimensioni maggiori.  
Infine, nanoparticelle sono utilizzate in alcune tecniche di decontaminazione e risanamento 
ambientale. (Roco 2003; Freitas 2005; Karnik et al. 2005; Aitken et al. 2006; Brody et al. 2006). 
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Nel complesso, l’applicazione di questi materiali risulta relativamente nuova e sono ancora in 
discussione i rischi e i benefici ad essi legati, in particolare per quanto riguarda i loro possibili 
effetti sugli organismi viventi e sugli interi ecosistemi (Royal Society 2004; US EPA 2005; Owen et 
Depledge 2005; Handy et Shaw 2007; Owen et Handy 2007). 
 
1.1.2 Comportamento nelle matrici  ambientali  e interazioni con i sistemi 
viventi 
 
Le nanoparticelle rappresentano una via intermedia tra i materiali grossolani e le strutture atomiche 
o molecolari; in esse la percentuale di atomi costituenti la superficie diventa più significativa 
rispetto al numero totale di atomi che li costituiscono, e sono quindi caratterizzate da un rapporto 
superficie-volume molto elevato. Questa caratteristica rende le nanoparticelle molto reattive e 
catalitiche, conferendo loro un’elevata forza di diffusione, in particolare ad alte temperature, 
favorendo la formazione di aggregati a temperature più basse, e riducendo la temperatura iniziale di 
fusione. 
Il comportamento delle nanoparticelle nelle matrici ambientali quali suoli, acque e sedimenti, è 
complesso e coinvolge diversi processi, che includono:  
- aggregazione/dispersione nei liquidi;  
- adsorbimento su altre superfici;  
Questi processi sono influenzati da molteplici fattori ambientali, come pH, salinità, presenza di 
sostanza organica, e dalle caratteristiche strutturali della particella, tra le quali forma, dimensioni, 
sub-struttura morfologica della sostanza (cristallinità, porosità e ruvidità superficiale), proprietà 
chimiche del materiale grossolano; solubilità, stato di dispersione, area e carica superficiale (Handy 
et al. 2008). 
Le nanoparticelle possono essere presenti nell’ambiente come aerosol (fase solida o liquida 
nell’aria), sospensione (fase solida in liquidi) o emulsione (due fasi liquide). Sia le proprietà fisiche 
che chimiche delle particelle derivano in modo complesso dalle caratteristiche degli atomi e delle 
molecole che le compongono.  
Le nanoparticelle in soluzione possono dissolversi o formare dispersioni colloidali, che possono 
rimanere disperse o venire rimosse dalla fase liquida da processi di aggregazione. Il tasso di 
aggregazione delle particelle nel mezzo acquoso dipende dalla frequenza di collisione tra le 
particelle, dalle loro proprietà attrattive-repulsive, dall’energia delle collisioni, dalla viscosità e 
polarità del fluido in cui sono immerse e dalle interazioni con altri materiali colloidali o con la 
sostanza organica presenti nel mezzo. Dopo la collisione iniziale, le particelle possono rimanere in 
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fase acquosa o formare aggregati. A questa scala dimensionale, le forze coinvolte nelle interazioni 
tra particelle possono essere rappresentate da deboli forze di Van der Waals, interazioni polari e 
elettrostatiche, o più forti interazioni covalenti.  
La tendenza delle nanoparticelle ad aggregarsi condiziona il loro destino nei diversi ecosistemi 
acquatici, le interazioni con gli organismi che in essi vivono ed i possibili effetti tossici (Smith et al. 
2007, Handy et al. 2008). 
Anche la carica superficiale e la forma hanno effetti determinanti sul destino e il comportamento 
delle nanoparticelle artificiali nell’ambiente, e sulla conseguente esposizione degli organismi. Per 
esempio, l’aggiunta di sali nel mezzo, aumentandone la forza ionica, può incrementare le 
aggregazioni formatesi a seguito delle collisioni casuali tra particelle. Per questo motivo, 
l’aggregazione tra particelle è un fenomeno più comune in mare che nelle acque dolci. Anche 
l’aggiunta di acidi, dunque la variazione del pH, può influenzare il tasso di aggregazione, in una 
quota dipendente della carica superficiale delle particelle coinvolte. Gli effetti delle cariche 
superficiali delle particelle possono essere anche influenzati dalla presenza di materia organica. 
Essa tende infatti a “ricoprire” la superficie delle nanoparticelle, favorendone la tendenza a 
rimanere disperse piuttosto che aggregarsi, come avviene nel caso degli acidi umici e fulvici sulle 
nanoparticelle minerali cariche positivamente presenti nelle acque dolci (Hyung et al. 2007, 
Giasuddin et al. 2007). 
Le interazioni tra particelle sono influenzate anche dalla loro forma, che ne determina non solo il 
tasso di diffusione, ma anche l’ingombro sterico e dunque il comportamento durante le collisioni.  
In questo caso, diversamente da quanto avviene per gli acidi umici e fulvici, la presenza di materia 
organica può promuovere la formazione di legami con le nanoparticelle, favorendone 
l’aggregazione (Wilkinson et al. 1997). 
La formazione di aggregati può risultare nella deposizione dei materiali sugli organismi, in 
particolare quelli bentonici, in ambiente acquatico, o nell’adsorbimento sulla loro superficie esterna. 
Questa può presentare uno strato complesso di secrezioni mucose e ligandi anionici sulle superfici 
cellulari, come nel caso delle cellule dell’epitelio branchiale, che determinano la formazione di 
forze che causano l’aggregazione delle particelle o la loro concentrazione sulla superficie 
dell’organismo (Handy et Eddy 2004, Handy et al. 2008, Federici et al. 2007).  
Fenomeni simili di adsorbimento possono verificarsi su altre interfacce solido-liquido o in quella 
aria-acqua, con una conseguente concentrazione delle nanoparticelle in questi strati. Un esempio 
importante riguarda il microstrato superficiale oceanico, le cui proprietà viscose determinano una 
forza superiore a quella di diffusione delle nanoparticelle, che rimangono così intrappolate e 
tendono a concentrarvisi preferenzialmente rispetto a quanto facciano nelle acque circostanti (Wurl 
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et Obbard 2004). Questo fenomeno rende particolarmente vulnerabili gli organismi che vivono, 
anche solo per una parte del proprio ciclo vitale, negli strati superficiali dell’oceano, come nel caso 
di uova, larve, e invertebrati marini che fanno parte dello zooplancton (Simpkiss 1990). 
L’evidenza che sostanze precedentemente considerate inerti possono acquisire tossicità allo stato di 
nanoparticelle, e il fatto che la grande scala di produzione di questi materiali inevitabilmente 
determinerà un loro accumulo nelle diverse matrici ambientali hanno suscitato crescente 
preoccupazione riguardo ai possibili rischi legati a questo fenomeno. Non ostante ciò, esistono 
attualmente poche informazioni in merito ai loro potenziali effetti tossici sui sistemi viventi. Le 
attività di ricerca in quest’area sono in aumento, ma, prima che la tossicità delle nanoparticelle 
artificiali sia determinata utilizzando modelli in vivo, è opportuno che venga determinato il loro 
potenziale tossico attraverso sistemi in vitro e siano indagate le loro interazioni con le biomolecole 
quali proteine e acidi nucleici (Jha 2004; Vevers et Jha 2008). 
Uno dei principali problemi nel determinare gli effetti delle nanoparticelle è legato al fatto che, 
come già detto sopra, le loro proprietà cambiano drasticamente a contatto con l’ambiente acquatico 
e possono essere influenzate dalla presenza di altri agenti fisici o chimici. Pertanto, uptake, 
localizzazione intra-cellulare e possibili risposte tossicologiche osservate spesso differiscono 
largamente a seconda delle condizioni di esposizione  (Vevers et Jha 2008). 
La riduzione delle dimensioni a livello di nanometri comporta un enorme aumento del rapporto 
superficie-volume, con un aumento della superficie di contatto tra la particella e i sistemi viventi e 
dunque della tossicità intrinseca. Inoltre, materiali di dimensioni di pochi nm possono essere grandi 
quanto alcune molecole biologiche, come proteine e acidi nucleici, ed essere così in grado di 
inserirsi nelle loro strutture ripiegate, destabilizzandole. Per questi motivi, in genere le 
nanoparticelle sono più tossiche delle particelle più grandi costituite dallo stesso materiale.  
Anche la composizione chimica e le proprietà degli elementi sono importanti fattori determinanti la 
tossicità delle particelle, la cui reattività può essere modificata anche dall’adsorbimento sulla loro 
superficie di altre sostanze. 
Oltre alla composizione chimica, risulta molto importante anche la forma; infatti, è ben noto il 
potenziale infiammatorio di fibre (come quelle di silice) e nanotubi (ad esempio composti da 
carbonio), come pure nota è l’influenza del rapporto tra lunghezza e larghezza sulla tossicità  (Lam 
2004, Warheit et al., 2004). 
La maggior parte degli studi effettuati sugli effetti delle nanoparticelle è focalizzata sui mammiferi, 
e in particolare sull’uomo. Questi studi rilevano effetti tossicologici negli epiteli respiratori, reazioni 
infiammatorie e risposte immunitarie a lungo termine suscitate dall’esposizione a nanoparticelle 
(Oberdorster et al. 1992; Lam et al. 2004).  
 13 
La maggior  parte degli studi centrati su aspetti ecotossicologici hanno riguardato i pesci d’acqua 
dolce, in cui è stata riscontrata una sensibilità nelle branchie analoga a quella riportata per gli epiteli 
polmonari di mammifero (Federici et al. 2007).  
Esistono poi dati di tossicità acuta e cronica ottenuti per lo più da invertebrati d’acqua dolce quali 
ad esempio Daphnia magna (Lovern & Klaper 2006; Oberdorster et al. 2006). 
Per quanto riguarda i dati ecotossicologici, gli studi effettuati finora non hanno raggiunto un livello 
di dettaglio tale da permettere un’analisi completa dei meccanismi di assorbimento, distribuzione, 
metabolismo ed escrezione delle nanoparticelle. 
Il processo di uptake ha inizio con l’adsorbimento dei materiali sulla superficie esterna 
dell’organismo, che avviene con modalità dipendenti dalle caratteristiche superficiali, chimiche ed 
elettriche, della particella, dal tipo cellulare esposto e dal mezzo in cui essi si trovano (Schellenberg 
et al., 2000).  
In seguito, avviene il passaggio attraverso la membrana cellulare, il cui meccanismo rimane ancora 
sconosciuto, ma potrebbe coinvolgere la diffusione di particelle idrofobiche attraverso la 
membrana, l’utilizzo di trasportatori ionici o l’endocitosi (Handy et al. 2008). Anche per quanto 
riguarda la distribuzione e l’escrezione delle nanoparticelle si hanno poche informazioni. 
Per quanto riguarda i meccanismi della tossicità, indotta da nanoparticelle, un certo numero di 
ricerche indica un ruolo importante nelle specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Donaldson et al., 
2001; Nei et al.,2006). Questo aumento nella produzione di ROS è stato ipotizzato avvenire a 
diversi livelli, ed essere correlato sia alla reattività intrinseca delle particelle che alle interazioni tra 
queste e strutture cellulari coinvolte nella catalisi di processi di ossidoriduzione. La produzione di 
ROS, se eccede la capacità di difesa antiossidante naturale della cellula, può causare stress 
ossidativi e danni alle biomolecole. 
Per migliorare la conoscenza degli effetti delle nanoparticelle sugli esseri viventi sono necessari 
però ulteriori studi, che volgano l’attenzione su invertebrati marini e terrestri, anfibi, rettili e uccelli. 
Inoltre, per poter formulare ipotesi realistiche sull’ecotossicologia di questi materiali, è necessario 
lo sviluppo di metodologie atte a misurare la concentrazione delle nanoparticelle nelle matrici 
ambientali.  
Mancano inoltre ricerche in ambiente marino che considerino gli effetti sui predatori terminali, sia 
grandi pesci che mammiferi, in quanto, da studi effetuati sul comportamento di altri tipi di 
contaminanti, essi si sono rivelati particolarmente soggetti all’acccumulo delle sostanze tossiche 
(Fossi et al. 2000 e 2003; Nigro & Leonzio 1996). 
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1.2 IL BIOSSIDO DI TITANIO  
 
Il biossido di titanio (o ossido di titanio (IV), o anidride titanica) è una polvere cristallina incolore, 
tendente al bianco; ha formula chimica TiO2 ed è scarsamente solubile. In natura è presente in tre 
forme cristalline diverse: il rutilo, l'anatasio e la brookite, colorate a causa di impurità presenti nel 
cristallo (può contenere fino al 10% di ferro). 
Il rutilo (o rutile) è la forma naturale più comune di TiO2; il nome deriva dal latino rutilus, rosso, ad 
indicare il colore che lo caratterizza alla luce; ha struttura tetragonale, con ciascun atomo di titanio 
circondato ottaedricamente da sei atomi di ossigeno. Questa sostanza possiede uno tra i più elevati 
indici di rifrazione tra tutti i minerali ed un alto potere di dispersione. Presenta il più basso volume 
molecolare delle tre forme e dunque rappresenta la prima forma di titanio osservabile all’interno di 
rocce metamorfiche sviluppatesi ad alte pressioni. I principali usi del rutile, descritti nel dettaglio 
più avanti, sono come pigmento per la produzione di diversi materiali e come componente di 
prodotti protettivi per assorbire le radiazioni UV. La forma sintetica del rutile è stata prodotta per la 
prima volta nel 1948, presenta un elevato indice di rifrazione ed è trasparente o quasi incolore.  
 
Le altre due strutture del biossido di titanio sono degli arrangiamenti ottaedrici distorti.  
L’anatasio (o anatase) è sempre trovato sotto 
forma di cristalli piccoli e isolati. Può 
esistere in due forme cristalline, la più 
comune caratterizzata da una forma a doppia 
piramide acuta, con un colore tra il blu-
indaco e il nero; l’altra con più facce 
piramidali, di colore tra il giallo-miele e il 
marrone. L’anatasio, anche detto ottaedrite, 
deriva il suo nome dal greco anatasis, 
estensione, ad indicare l’asse verticale del Fig. 2. Struttura tridimensionale di una molecola di anatasio. 
Fig. 1. Struttura tridimensionale di una molecola 
di rutilo (in grigio è rappresentato il titanio, in 
rosso l’ossigeno). 
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cristallo, più lungo rispetto a quello del rutilo. Inoltre, rispetto ad esso, l’anatasio  presenta maggiori 
durezza e densità, ed è otticamente negativo. Da studi effettuati sulle diverse forme, l’anatasio è 
risultata essere la più attiva chimicamente. Esso viene sintetizzato artificialmente soprattutto per 
reazioni di fotocatalisi e progettazione di celle fotovoltaiche. 
La brookite, che prende nome dal mineralogista inglese James Brooke, è caratterizzata da una 
struttura cristallina ortorombica. Essa è molto più rara rispetto alle altre due forme di TiO2, e, al 
contrario di queste, non presenta alcuna attività fotocatalitica (Dieold, 2002).
 
1.2.1 Proprietà e utilizzi 
 
Il biossido di titanio, per il suo alto indice di rifrazione (n = 2.7), è usato principalmente come 
pigmento bianco nelle vernici, nelle materie plastiche e nel cemento da costruzione e come 
opacizzante per le vernici colorate; per tale ragione, viene anche comunemente chiamato "bianco di 
titanio". Ogni anno sono utilizzati circa 4 milioni di tonnellate di pigmenti a base di TiO2. Quando 
viene steso in strati sottili, l’indice di rifrazione e il colore lo rendono un’eccellente copertura 
riflettente utilizzata, per esempio, negli specchi dielettrici. Esso ha sostituito i pigmenti usati 
precedentemente, quali il bianco di piombo, il solfato di bario e il solfato di calcio. Rispetto ai 
composti di piombo ha maggiore potere coprente, non è tossico e non annerisce se esposto all'acido 
solfidrico.  
Sotto forma di polvere, il biossido di titanio è un efficace opacizzante ed è impiegato come 
pigmento sbiancante in prodotti come carta, vernici, materie plastiche, fibre tessili, inchiostri, 
medicinali, dentifrici e cibi.  
Come colorante alimentare, è contraddistinto dal codice E 171, ed è spesso utilizzato per sbiancare 
il latte scremato (Phillips 1997). La sua «innocuità sul potenziale cancerogeno non è ancora stata 
stabilita». Tuttavia, la dose giornaliera accettabile ufficialmente stabilita è attualmente «senza 
limiti» per JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) e da alcuni autori 
ritenuta «non quantificabile» in mancanza di NOEL (No Observed Effect Level).  
Nei prodotti cosmetici e di cura della pelle, TiO2 è usato sia come pigmento che come addensante. 
Nelle creme solari protettive esso viene utilizzato per via dell’alto indice di rifrazione, la forte 
capacità di assorbire la luce UV e la resistenza alla decolorazione causata dalla luce ultravioletta, 
caratteristiche che aumentano la stabilità del prodotto e la sua capacità di proteggere la pelle dalle 
radiazioni. In questo tipo di applicazione vengono utilizate particelle nanometriche di biossido di 
titanio, che hanno la proprietà di filtrare la luce solare seguendo la legge di Rayleigh, secondo cui 
l’intensità della luce filtrata è inversamente proporzionale alla quarta potenza della sua lunghezza 
d’onda. Esse sarebbero dunque in grado di filtrare le radiazioni UVA (290-320 nm) e UVB (320-
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400 nm) molto più delle maggiori lunghezze d’onda caratteristiche della luce visibile, prevenendo 
così le scottature della pelle. Le particelle di biossido di titanio utilizzate nelle creme solari devono 
essere ricoperte di silicio o alluminio per evitare la produzione di radicali nelle reazioni 
fotocatalitiche, che potrebbero danneggiare la pelle con la loro azione cancerogena. 
Il biossido di titanio, in particolare nella forma anatase, è infatti un fotocatalizzatore in grado di 
degradare per ossidazione numerosi composti organici. Sfruttando questa proprietà si possono 
ottenere materiali che, per mezzo dell’attivazione da parte della luce solare, siano in grado di 
distruggere i composti organici depositati su di essi. Questa proprietà potrebbe potenzialmente 
portare allo sviluppo di una nuova classe di materiali dotati di proprietà autopulenti e disinquinanti.  
Per questo motivo esso viene aggiunto a vernici, cementi, finestre e altri prodotti per le sue 
proprietà sterilizzanti e anti-odoranti. Esposte infatti alla luce, le molecole del biossido di titanio 
catalizzano l'ossidazione di residui organici (sporcizia, depositi dell'inquinamento e microorganismi 
di vario genere) in acqua e CO2. Sfruttando questa proprietà, sono in fase di sperimentazione vestiti 
autopulenti, realizzati con particolari fibre che, contenendo nanoparticelle di TiO2, sarebbero in 
grado di pulire gli indumenti dallo sporco e da agenti patogeni (Daoud, 2008). 
Alcune ricerche dimostrano che catalizzatori a base di biossido di titanio permettono l'estrazione di 
idrogeno da soluzioni acquose, se sottoposte a luce solare, in quanto esso è in grado di catalizzare 
reazioni di idrolisi, scindendo le molecole d’acqua in idrogeno e ossigeno. Da questa potenzialità di 
utilizzo risulterebbe un metodo estremamente economico ed ecologico per la diffusione dell’utilizzo 
dell’idrogeno quale fonte di energia alternativa ai combustibili fossili (Advanced ceramic report 
2003).  
Sempre per quanto riguarda le ricerche sulle energie alternative, le nanoparticelle di biossido di 
titanio, in quanto ottimi fotocatalizzatori, trovano un’utile applicazione nella costruzione delle celle 
fotovoltaiche impiegate per la conversione dell’energia solare in energia elettrica (Zhang et al. 
2003, 2008). 
Un altro importante utilizzo del biossido di titanio è legato alle tecnologie industriali di 
detossificazione delle acque di scarico. Infatti, il TiO2, usato anche in questo caso come 
fotocatalizzatore, è in grado di promuovere i processi degradativi in condizioni di esposizione alla 
luce UV, evitando la formazione di prodotti intermedi reattivi ed ossidando completamente i 
substrati a CO2, senza costi eccessivi e in tempi rapidi. 
Sfruttando la superidrofilicità del biossido di titanio, infine, si stanno sperimentando alcuni vetri (e 
in particolari specchietti retrovisori) trattati con una "pellicola" di TiO2, che eliminerebbe il 
problema della diffrazione delle immagini a causa della presenza di gocce d’acqua (Fujishima 
2003). 
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Altri utilizzi del biossido di titanio, sia sotto forma di nanoparticelle (< 100 nm) che di dimensioni 
maggiori, comprendono diversi prodotti industriali, farmaceutici e cosmetici. Esso viene usato per 
esempio come additivo nelle materie plastiche e nella gomma; nei materiali ceramici per aumentare 
la resistenza agli acidi; nei trapianti di tessuto osseo per permettere l’integrazione tra osso naturale e 
artificiale; nei prodotti sbiancanti per i denti.  
 
1.2.2 Interazioni con i sistemi viventi ed effetti tossici 
 
Particelle sia grossolane che fini (>100 nm) di biossido di titanio sono state classificate come 
biologicamente inerti sia nell’uomo che negli altri animali (Bernard et al., 1990; Che net al. 1988). 
Tuttavia, sono in corso ricerche e dibattiti circa la possibilità che le polveri del biossido di titanio 
possano penetrare attraverso la cute sana, entrando nel circolo sanguigno. Questo genere di ricerche 
si è sviluppato soprattutto di recente, a seguito dell'interesse per le cosiddette nanopatologie, cioè le 
malattie che vengono causate dall'esposizione e della persistenza negli organismi di particelle 
inorganiche talmente piccole da non poter essere eliminate, in grado di provocare processi 
infiammatori tali da poter degenerare in neoplasie.  
Sono stati in tal modo riscontrati effetti tossici per quanto riguarda le particelle ultrafini (<100 nm) 
di biossido di titanio, che sono risultate causare infiammazioni, fibrosi, danni polmonari e anche 
danni al DNA (Afaq et al. 1998; Baggs et al. 1997; Rahman et al. 2002). E’ stato rilevato, infatti, 
che il 50% dei lavoratori esposti a biossido di titanio riporta sintomi respiratori, accompagnati da un 
impoverimento delle funzioni polmonari (Garabrant et al. 1987). Questo avviene a causa della 
possibilità delle particelle ultrafini di essere traslocate molto più facilmente nello spazio 
subepiteliale di quanto facciano le particelle di dimensioni maggiori, che permette loro di penetrare 
lo strato corneo, attraversare le membrane cellulari e citoplasma e interagire con il sistema 
immunitario (Lademann et al. 1999).  
Oltre all’esposizione accidentale dei lavoratori, il crescente utilizzo delle particelle di biossido di 
titanio, in particolare nelle tecniche di risanamento ambientale, comporta un aumento del rischio di 
contaminazione ambientale e dunque delle possibilità di esposizione degli esseri viventi a questa 
sostanza (Cho et al. 2004). Sono quindi richieste ulteriori indagini per comprendere gli effetti 
multipli delle nanoparticelle di TiO2, in quanto quelle finora effettuate riportano risultati 
contrastanti (Wang et al., 2006, Reeves et al., 2007).   
La maggior parte degli studi effettuati finora riguarda l’esposizione in vitro di cellule o colture 
cellulari, per lo più di origine umana. Alcuni, come ad esempio quelli riguardanti colture di cellule 
epiteliali del fegato di ratto (Linnainmaa et al. 1997), riportano l’assenza di effetti citotossici e 
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genotossici delle nanoparticlle di TiO2. Altri, invece, rilevano diversi possibili effetti causati 
dall’esposizione a nanoparticelle di biossido di titanio. Questi comprendono: aumento 
dell’induzione di micronuclei e apoptosi in cellule di embrioni di criceto (Rahman et al. 2002); 
induzione di danni ossidativi al DNA, perossidazione lipidica , formazione di micronuclei dopo 
esposizione di cellule epiteliali bronchiali umane a particelle di anatase (Gurr et al. 2005); effetti 
citotossici, genotossici e mutageni su culture di linfoblasti umani (Wang et al. 2007). 
Esistono poi studi in vitro anche su cellule non di mammifero, in particolare su alcune colture 
cellulari di pesci. Vevers et Jha (2008) hanno rilevato un’induzione di rotture al DNA ed effetti 
citotossici in cellule gonadiche di trota iridea (Oncorhyncus mykiss) esposte a biossido di titanio, 
consistenti con effetti rilevati in altri studi su cellule epiteliali del pesce rosso Carassius auratus 
(Reeves et al. 2007; 2008). 
Per quanto riguarda gli studi di tossicità in vivo, alcuni esperimenti su topi hanno dimostrato che 
l’inalazione di nanoparticelle di TiO2 causa infiammazioni polmonari (Bermudez et al. 2004).  
Mancano infine studi riguardanti i potenziali effetti del biossido di titanio sugli ecosistemi naturali, 
in particolar modo su quelli acquatici, ad esclusione di alcuni test di tossicità acuta effettuati su 
Daphnia magna (Lover net al. 2006). 
Per quanto riguarda i meccanismi d’azione e le modalità attraverso cui le nanoparticelle di biossido 
di titanio possono esercitare effetti tossici sugli organismi viventi, sono stati ipotizzati diversi 
meccanismi. Una delle principali conseguenze legate all’esposizione a nanoparticelle di biossido di 
titanio risulta essere la formazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), in particolare dopo 
esposizione a luce UV. Alcuni studi hanno dimostrato che le nanoparticelle di TiO2 inducono 
tossicità mediata da stress ossidativo in diversi tipi cellulari e che l’esposizione a tali materiali può 
comportare  danni al DNA da parte dei ROS (specie reattive dell’ossigeno) (Zhang et al., 2004, 
Wang et al., 2007).  
Non c’è concordanza tra i vari autori riguardo a quali specie ossidanti vengano prodotte 
preferenzialmente e alle specifiche relazioni tra lo stress ossidativo e i diversi danni cito- e 
genotossici riscontrati nei tipi cellulari studiati, ma sono stati proposti diversi meccanismi d’azione.  
Le specie che si formano con maggior probabilità risultano essere radicali idrossilici (.OH), anioni 
superossido (O2-), perossido di idrogeno (H2O2) e ossigeno singoletto (1O2).  
Uno dei meccanismi di formazione di radicali ipotizzati prevede che la fotoeccitazione del TiO2 sia 
in grado di spostare gli elettroni dalla banda di valenza (vb) a quella di conduzione (cb), generando 
spazi carichi positivamente, chiamati buchi (hvb+) e singoli elettroni  di conduzione (ecb-), i primi in 
grado di attrarre elettoni dalle specie ossidabili adsorbite sulla superficie della particella, i secondi 
in grado di legarsi alle specie riducibili.  
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In ambiente acquoso, gli elettroni reagiscono con l’ossigeno, e i buchi con gli ioni idrossilici 
dell’acqua, formando  i radicali superossido e idrossilico. 
 
TiO2 + hv       TiO2 (e-/h+)        e- (eb) + h+ (vb) 
 
O2 + ecb-         O2.-       HO2. 
 
H2O + hvb+        H+ + .OH 
 
(Dodd, Jha, 2008; Dunford et al., 1997). 
Il radicale .OH è ritenuto il principale responsabile del danno biologico, ma vista la sua estrema 
reattività, esso esplicherebbe il proprio effetto tossico attraverso la formazione di prodotti secondari 
meno reattivi, che possono diffondere più facilmente attraverso le membrane biologiche (Swartz et 
al. 1998). Anche O2- e H2O2 possono portare la formazione secondaria di radicali OH attraverso la 
reazione di Fenton catalizzata dal Fe. (Dodd, Jha, 2008; Dunford et al., 1997). 
Un altro prodotto secondario delle reazioni radicaliche è CO2-, la cui presenza è risultata aumentare 
con l’aumento della concentrazione di TiO2 nelle cellule esposte. A loro volta, i radicali CO2- 
possono reagire con alcuni componenti cellulari a produrre radicali NO, che, reagendo tra loro, 
possono dar luogo alla formazione di perossinitrito ONNO-, altro radicale dannoso per le cellule 
(Dodd et al. 2009).  
L’interazione delle particelle con le membrane cellulari risulta dunque nella formazione di diversi 
tipi di specie radicaliche, e lo stress ossidativo causato dal loro aumento può provocare effetti 
dannosi attraverso differenti meccanismi. Questi includono rotture nelle membrane lipidiche; danni 
diretti alle strutture proteiche; sbilanciamenti nell’omeostasi cellulare del calcio e rotture dei 
filamenti di DNA.  
Le lesioni al DNA possono innescare risposte che consistono in cascate di eventi di traduzione del 
segnale che possono indurre, tra le altre conseguenze, l’accumulo di p53, una proteina con un ruolo 
critico nella risposta a diversi tipi di stress, in particolare quello ossidativo. Questo fenomeno è stato 
dimostrato da studi sui cambiamenti nei livelli di proteine coinvolte nelle risposte al danno dopo 
trattamenti con biossido di titanio. E’ stato così riscontrato un accumulo della proteina p53 in 
colture di linfociti, attivata dalla presenza di danni al DNA (Kang et al. 2008). Questo fenomeno, 
associato all’osservazione che l’esposizione a nanoparticelle di biossido di titanio può inibire la 
divisione cellulare (Wang et al. 2007), supporta l’ipotesi che la presenza di uno stress ossidativo sia 
positivamente correlata con l’accumulo di p53. L’attivazione di questa proteina può comportare 
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alternativamente un ritardo nel ciclo cellulare, per permettere la riparazione del danno, o 
l’induzione dei meccanismi di apoptosi, nel caso la cellula abbia subito un danno irreparabile 
(Wang et al. 1997).  
La serie di meccanismi che agiscono all’interno delle cellule esposte al biossido di titanio risulta 
comunque mediata da un gran numero di effettori cellulari e influenzata da diversi fattori, quali il 
tipo di cellula esposta e il mezzo in cui avviene l’esposizione. Sono dunque necessarie ulteriori 
analisi per approfondire i diversi effetti che le nanoparticelle possono avere sui sistemi viventi; in 
particolare risultano carenti i dati circa esposizioni in vivo e studi riguardanti organismi diversi 
dall’uomo, come per esempio gli organismi marini.  
 
1.3  LA GENOTOSSICITA’ E LE TECNICHE DI ANALISI DEL DANNO AL 
DNA 
 
L’introduzione nell’ambiente di sostanze contaminanti, sia di origine naturale che di sintesi 
(xenobiotici) rappresenta una delle più grosse modificazioni prodotte dall’uomo sui diversi habitat 
(Fossi, 2000), in quanto esse possono avere sui sistemi viventi effetti a vari livelli di complessità 
strutturale, primi dei quali i danni provocati al genoma. 
La genotossicità è la capacità di una sostanza di indurre modificazioni nella sequenza nucleotidica o 
nella struttura a doppia elica del DNA di un organismo vivente. Tali mutazioni possono avvenire a 
livello della linea germinale o somatica. Nel primo caso, essendo coinvolti i gameti, queste possono 
essere trasmesse alla prole, mentre nel secondo interessano solo la linea cellulare mutata e possono 
portare a formazioni neoplasiche e cancri. Numerosi eventi mutazionali sono stati correlati con la 
riduzione della fitness degli organismi, una conseguenza che, a livello di popolazione, può avere 
effetti più rilevanti di quelli cancerogeni. Nel 1993 Kurelec ha introdotto il termine di genotoxic 
disease, ossia quell’ “…insieme di alterazioni indotte in invertebrati e vertebrati dall’esposizione 
ambientale a composti genotossici, anche in organi ed organismi che non sviluppano il cancro”. Tali 
alterazioni comprendono modificazioni del metabolismo generale; squilibri delle funzioni 
enzimatiche; invecchiamento precoce; riduzione della fitness e alterazione delle capacità 
riproduttive degli organismi, tutti fattori che possono portare, come estrema conseguenza, 
all’estinzione delle specie. 
Il metabolismo cellulare delle sostanze genotossiche è un fenomeno complesso, e talvolta la 
mancanza di una detossificazione completa può portare alla formazione di metaboliti elettrofili 
altamente reattivi (Harvey, 1982; Philips, 1993; Groopman & Kensler, 1993). Questi intermedi 
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possono attaccare i centri nucleofili di macromolecole come DNA, RNA, lipidi e proteine, causando 
citotossicità e/o genotossicità (Shugart, 1995). 
Esistono diverse cause all’origine dei danni alla doppia elica, da normali eventi cellulari, come il 
metabolismo e le collisioni termiche casuali, all’interazione con agenti fisici (raggi UV, radiazioni 
ionizzanti), o chimici (Shugart, 1995). Tutti questi processi danno luogo ad alterazioni strutturali 
che normalmente possono essere riparate piuttosto in fretta, ma che producono temporaneamente 
una popolazione di DNA con bassa integrità. Le cellule in cui il danno non è riparato possono 
andare incontro alla fissazione di mutazioni geniche e cromosomiche, le quali, se accumulate, 
possono comportare l’attivazione di processi cancerogeni. 
L’esposizione a genotossine può innescare una cascata di eventi alla base di diversi tipi di danno, in 
grado di minare l’integrità del DNA. L’identificazione e la quantificazione di tali alterazioni nella 
sequenza possono essere utilizzate come indici della salute degli organismi, e dunque più in 
generale delle popolazioni e degli ecosistemi, fungendo in tal modo da biomarkers.  
L’interazione delle sostanze genotossiche con il DNA si manifesta primariamente attraverso 
alterazioni strutturali della molecola stessa, comprendenti la formazione di addotti (legami covalenti 
tra il composto, o suoi metaboliti, e la doppia elica), rotture a livello di singolo o doppio filamento 
(single o double strand breaks, SB) o alterazioni chimiche delle basi (Shugart, 1995).  
 
1.3.1 Tipi di danni al DNA 
 
Uno dei possibili effetti causati dall’esposizione a sostanze genotossiche è il loro legame covalente 
al DNA, con la conseguente formazione di addotti. L’individuazione della relazione esistente tra la 
presenza degli addotti e il realizzarsi di fenomeni di cancerogenesi è particolarmente complessa. Per 
individuare la presenza di addotti sono in genere utilizzate tecniche immunologiche, basate sull’uso 
di anticorpi specifici, come il test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Questi test 
misurano risposte di tipo “precoce”, anche se in generale la presenza di addotti al DNA correla 
positivamente con alterazioni più consolidate. Spesso, come nel caso del Benzo(a)Pirene, un 
idrocarburo policiclico aromatico a ben nota azione cancerogena, non è la sostanza stessa ad 
interagire con la doppia elica, ma sono i suoi prodotti metabolici che si legano al DNA, producendo 
una grande varietà di lesioni (Fossi, 2000). Se la generazione di modificazioni secondarie eccede la 
capacità di riparazione dell’organismo, si possono verificare danni irreversibili a livello del 
patrimonio genetico, come le aberrazioni cromosomiche, che rappresentano risposte di tipo 
“ritardato”. 
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Un altro possibile danno riscontrato a livello genetico è quello causato dallo stress ossidativo 
dovuto alla formazione di radicali. 
Come già anticipato, la generazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) è considerata uno degli 
effetti principali delle nanoparticelle, ma può essere causata da numerose sostanze genotossiche, 
che agiscono sia direttamente che indirettamente, interagendo con strutture cellulari coinvolte nella 
catalisi di processi biologici di ossidoriduzione. Le specie reattive dell’ossigeno sono in genere 
naturalmente presenti negli organismi, agendo come modulatori di segnale e mediatori di alcune 
reazioni fisiologiche,  come per esempio nella risposta immunitaria ad opera dei neutrofili. Di 
conseguenza, un’alterazione delle concentrazioni di ROS può comportare la modificazione delle 
cascate di segnali che controllano la proliferazione cellulare, i processi infiammatori e la morte 
cellulare, con effetti negativi per l’intero organismo. 
La produzione basale di specie reattive dell’ossigeno avviene in diversi organelli cellulari, come i 
mitocondri e i perossisomi, e coinvolge numerose molecole, come il citocromo P-450 o enzimi 
come le ossidasi citosoliche o di membrana. L’ossigeno molecolare, presente nei fluidi biologici a 
concentrazioni micromolari, è attivato e trasformato in ROS attraverso reazioni di trasferimento di 
energia. Alcune delle specie reattive che si possono formare sono l’ossigeno singoletto (1O2), una 
forma eccitata elettronicamente ma non radicalica dell’ossigeno molecolare generata tramite 
trasferimento di energia; l’anione superossido (O2.-), risultato dalla semplice riduzione 
dell’ossigeno, che può essere catalizzata da enzimi specifici (come la NADPH ossidasi), o avvenire 
come prodotto secondario di reazioni enzimatiche, come reazione parallela al trasporto di elettroni 
lungo la catena respiratoria mitocondriale, o durante cicli di ossidoriduzione. Un’altra forma 
reattiva dell’ossigeno è il perossido di idrogeno, H2O2, che si forma spontaneamente o per azione 
catalitica dell’enzima superossido dismutasi Mn- o Zn-dipendente: 
 
2O2.-  + 2H+       H2O2 + O2 
 
Il perossido d’idrogeno può essere ridotto completamente ad acqua dagli enzimi glutatione 
perossidasi che utilizza come substrato il glutatione, o catalasi, che utilizza una seconda molecola di 
H2O2 come donatore di elettroni, compiendo un’altra reazione di dismutazione. 
 
H2O2  + 2 GSH       2 H2O + GSSG 
 
H2O2 + H2O2       2 H2O + O2 
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Quando sono presenti ioni metallici nelle loro forme ridotte può avere luogo una riduzione solo 
parziale del perossido d’idrogeno, che risulta nella produzione di radicali idrossilici (reazione di 
Fenton), specie ossidanti molto reattive e potenti iniziatori di reazioni a catena di formazione di 
radicali in diverse biomolecole. 
 
H2O2  + e-       HO- + .OH (in presenza di Men+     Me (n+1)+ + e- ) 
 
La presenza di queste specie reattive può danneggiare il DNA in diversi modi, causando mutazioni 
di coppie di basi, delezioni e inserzioni, tutti effetti spesso correlati a mutazioni in oncogeni o geni 
soppressori di tumori. Un’altra lesione ossidativa ben conosciuta è la formazione di 8-
idrossiguanina (8-OHdG), causata principalmente dalla presenza di  radicali idrossilici.  
I ROS tuttavia non necessitano un’interazione diretta con il DNA per causare mutazioni o danni 
genetici. Anche il fuso mitotico di tubulina può venire danneggiato per via ossidativa provocando 
errori nella ripartizione dei cromosomi durante la duplicazione cellulare e dunque aneuploidia 
(Barret et al., 1989; Dopp et al., 1997).  
Le cellule dispongono naturalmente di alcune difese contro la formazione di radicali. I perossisomi, 
per esempio, che portano avanti reazioni ossidative, sono molto ricchi dell’enzima catalasi, in grado 
di degradare il perossido d’idrogeno che si forma da queste reazioni. La catalasi, insieme alla 
superossido dismutasi e alle perossidasi, sono cosiddetti enzimi antiossidanti di primo livello in 
quanto sono in grado di limitare la formazione di specie radicaliche convertendo i ROS in molecole 
meno reattive. Altre molecole, come il glutatione e alcune vitamine, hanno azione antiossidante di 
secondo livello, in quanto limitano la propagazione delle forme radicaliche. 
Tuttavia, se la produzione di ROS eccede la capacità antiossidante della cellula, si possono 
verificare diversi tipi di danni genotossici, che portano, come effetti ultimi, lesioni al DNA, 
alterazione dei meccanismi cellulari ed eventualmente apoptosi o necrosi.  
Sia la formazione di addotti, che lo stress causato dalla presenza di radicali, così come alcuni  
contaminanti ambientali, possono esplicare il loro effetto genotossico attraverso rotture della doppia 
elica di DNA (strand breaks, SB), che possono interessare uno solo o entrambi i filamenti. La 
produzione di SB è ben correlata con le proprietà mutagene e/o cancerogene di molti contaminanti 
ambientali anche molto diversi tra loro (Mitchelmore & Chipman, 1998). 
Le rotture nell’elica possono essere prodotte da numerosi fattori, che possono agire direttamente, 
come le radiazioni solari e i raggi X, o indirettamente, per esempio a seguito di attivazione 
metabolica. Non tutte le sostanze necessitano di attivazione per esercitare la loro azione dannosa sul 
DNA, per esempio alcuni studi effettuati su cellule di invertebrati marini e di alcune specie di pesci 
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hanno dimostrato che l’esposizione a perossido di idrogeno può causare rotture della doppia elica di 
DNA (Mitchelmore & Chipman, 1998). 
Gli SB possono essere anche prodotti dall’azione di enzimi di riparazione, che, per eliminare altri 
tipi di mutazioni (per esempio attraverso il base excision repair), effettuano dei tagli a singolo o 
doppio filamento. Altri casi in cui gli SB sono prodotti attraverso meccanismi non direttamente 
correlati con la genotossicità di agenti chimici sono quelli correlati con l’incremento dei livelli dei 
reagenti endogeni come i ROS (Reactive Oxygen Species) o l’attivazione di enzimi come le 
topoisomerasi (enzimi appartenenti alla classe delle isomerasi che sono in grado di aumentare o 
diminuire il grado di avvolgimento della superelica, ed hanno un ruolo fondamentale nella 
replicazione del DNA) e le endonucleasi (enzimi coinvolti nei processi di riparazione del DNA) 
(McConkey et al., 1988). 
Esistono test in grado di rilevare la presenza di SB altamente sensibili e applicabili a diversi tipi 
cellulari. Essi tuttavia in genere sono limitati dalla non specificità nel determinare il tipo di danno 
all’origine dei SB. E’ dunque possibile rilevare la presenza di un danno a livello dei filamenti di 
DNA, ma non è possibile capire appieno le cause dell’effetto osservato (Mitchelmore & Chipman, 
1998). 
Oltre ai danni a livello delle eliche di DNA, le sostanze con effetto genotossico possono comportare 
lesioni più complesse, che coinvolgono interi cromosomi, come nel caso della formazione di 
micronuclei. 
I micronuclei sono piccole porzioni di cromatina, circondata da membrana nucleare, situate al di 
fuori del nucleo principale di una cellula (Evans, 1997). Essi si possono formare nelle cellule come 
risultato della formazione di frammenti acentrici di un cromosoma, oppure come interi cromosomi 
che, rimanendo indietro durante l’anafase, non vengono inclusi in uno dei due nuclei figli a 
conclusione del processo di divisione cellulare.  
La presenza di frammenti acentrici può essere dovuta a rotture della doppia elica di DNA, indotte 
da agenti mutageni esogeni e/o endogeni, che non sono state riparate prima che avvenisse la 
replicazione (Fenech, 1993). 
Micronuclei contenenti cromosomi interi sono dovuti principalmente a difetti nelle proteine del 
cinetocore, ad anomalie dell’apparato mitotico (Fenech, 1993), o ad altre alterazioni della fisiologia 




La valutazione della genotossicità di alcune sostanze su animali testati in laboratorio o esposti in 
ambiente naturale può essere condotta a diversi livelli strutturali. Ad esempio, possono essere 
saggiati, a livello della doppia elica, la formazione di addotti (generati dal legame dei contaminanti 
con le molecole di DNA), di rotture del DNA (strand breaks) e la modificazione di basi; a livello 
cromosomico e cellulare le aberrazioni cromosomiche e la comparsa dei micronuclei, tutte 
modificazioni che forniscono  indicazioni circa la presenza di genotossine nell’ambiente. 
 
1.3.2 Comet assay 
 
La maggior parte delle analisi effettuate per rilevare le rotture nei filamenti di DNA si basa sul 
principio secondo cui la percentuale di DNA a singolo filamento che si separa dalla doppia elica, ad 
un pH elevato, è proporzionale al numero di SB sulla molecola di DNA. In queste condizioni, i siti 
labili agli alcali (nucleotidi apurinici/apirimidinici) e quelli caratterizzati dalla presenza di addotti, 
vengono solitamente convertiti in SB (Shugart, 1994). 
Esistono varie tecniche che consentono di mettere in evidenza questo tipo di danno genetico, ma 
tutte presentano vantaggi e svantaggi. Un approccio molto utilizzato in questo ambito è il single-cell 
gel electrophoresis (SCGE), o Comet assay, che prende il nome dalla tipica figura simile a una 
cometa che è possibile osservare al microscopio a fluorescenza a seguito della corsa elettroforetica 
cui vengono sottoposte le cellule da analizzare. Attraverso questa tecnica, infatti, osservando i 
vetrini al microscopio a fluorescenza, è possibile vedere, in caso di danni al DNA, una “testa” della 
cometa, contenente il DNA ad elevato peso molecolare, ed una “coda”, costituita dai frammenti di 
DNA migrati durante la corsa.  
I primi studi effettuati per investigare l’integrità del genoma risalgono agli anni ’70, quando Peter 
Cook sviluppò un approccio per investigare la struttura nucleare delle cellule basato sulla lisi 
cellulare con detergenti non ionici e cloruro di sodio ad elevata molarità. Attraverso questo 
trattamento erano rimossi membrane, citoplasma e nucleoplasma, lasciando solo il nucleoide, 
Fig. 3. Cellule binucleate sane (foto a 
sinistra) e con un micronucleo (a destra). 
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costituito da una matrice nucleare composta da RNA, proteine e DNA superavvolto negativamente. 
L’utilizzo successivo di bromuro di etidio come agente intercalante permetteva di evidenziare lo 
svolgimento della doppia elica e il suo rilassamento fino alla formazione di una sorta di alone 
(‘halo’) da parte dei filamenti di DNA, la cui ampiezza aumentava di pari passo con il grado di 
frammentazione.  
Il passo successivo fu nel 1978, quando Rydberg e Johanson riuscirono per la prima volta a 
quantificare il danno al DNA dopo aver lisato le cellule in condizioni leggermente alcaline e averle 
colorate con arancio di acridina per visualizzare, utilizzando un fotometro, in rosso i filamenti 
singoli e in verde i doppi filamenti. 
L’ elettroforesi su microgel fu però introdotta per la prima volta nel 1984 da Östling e Johanson. 
Essi misero a punto un metodo che misurava le rotture al livello del singolo filamento di DNA in 
cellule incluse in un sottile strato di agarosio su vetrini, lisate con sali e detergenti ad alte 
concentrazioni, e sottoposte a corse elettroforetiche in condizioni neutre. Durante l’elettroforesi, i 
frammenti rotti o rilassati di DNA migrano verso l’anodo. Dopo aver effettuato una colorazione con 
coloranti fluorescenti, dunque, è possibile visualizzare al microscopio a fluorescenza l’immagine 
delle “comete”, derivate dal rilassamento della doppia elica di DNA e rappresentate da un alone di 
frammenti rilassati, spinti verso l’anodo dalla corsa elettroforetica.  
Le condizioni di neutralità della soluzione di corsa, però, permettevano di individuare solo le rotture 
a livello del doppio filamento. Nel 1988, dunque, Singh e collaboratori misero a punto una versione 
modificata della procedura, nella quale sia la lisi che le corse elettroforetiche erano effettuate in 
condizioni alcaline, permettendo così di identificare tutti i tipi di SB. (Cotelle et Férard, 1999; 
Collins, 2004). 
Il concetto alla base di questa procedura è quello di combinare l’elettroforesi su gel con la 
microscopia a fluorescenza, per visualizzare la migrazione dei frammenti di DNA da cellule singole 
immobilizzate nel gel di agarosio. Se il DNA, caricato negativamente, è danneggiato, la superelica 
di DNA si rilassa, e le estremità rotte tendono a migrare verso l’anodo durante l’elettroforesi. 
Mediante la microscopia a fluorescenza è così possibile visualizzare il grado di frammentazione del 
DNA cellulare, che risulta proporzionale all’entità della migrazione dei frammenti nelle code delle 
comete.  
L’analisi delle comete era inizialmente effettuata attraverso la misura della lunghezza della 


















Fig. 4. Cellule a diversi livelli di danno: a) cellula integra; b) cellula molto lievemente danneggiata; c) cellula 
moderatamente danneggiata; d) cellula danneggiata; e) cellula molto danneggiata.  
 
Grazie all’evoluzione di sistemi informatici di analisi delle immagini è stato possibile definire 
alcuni parametri univoci, come la percentuale di DNA migrato, basata sull’intensità della 
fluorescenza, e il momento della coda, definito come il prodotto tra l’intensità della fluorescenza 
della coda (ossia la percentuale di DNA migrato) e la lunghezza della coda, determinata come 
distanza tra il centro stimato della testa della cometa e quello della distribuzione dei frammenti di 
DNA nella coda. 
Non ostante l’esistenza di molteplici varianti di applicazione del Comet assay, dal momento in cui 
sono state introdotte la versione in ambiente alcalino e le tecniche informatizzate di analisi, i campi 
di applicazione e il numero di indagini compiute utilizzando questa tecnica sono aumentati quasi 
esponenzialmente. Questo è dovuto al fatto che, rispetto ad altri test di genotossicità, questa 
procedura presenta una serie di vantaggi: 
 
1. E’ una tecnica molto sensibile, in grado di rilevare anche bassi livelli di danno al DNA; 
2. E’ un metodo economico e relativamente veloce; 
3. Richiede un quantitativo esiguo di cellule (un migliaio); 
4. Può essere applicato virtualmente su ogni tipo di cellula eucariotica; 
5. Non richiede esperienze particolari da parte del lettore per l’analisi al microscopio. 
 
 













CELLULA MOLTO DANNEGGIATA 
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Esistono tuttavia anche dei limiti, innanzitutto di carattere pratico, del Comet assay. Il primo 
consiste nel numero di cellule, e dunque campioni, che possono essere analizzati nell’unità di tempo 
che, in genere, se l’analisi è effettuata individualmente, si aggira intorno alle 600 cellule all’ora. 
Inoltre, per poter utilizzare questa procedura, sono necessarie sospensioni di cellule vitali., in 
quanto, se i campioni contengono prevalentemente cellule necrotiche o apoptotiche, non possono 
essere ottenute informazioni accurate sulla presenza di specifiche lesioni come rotture del DNA o 
danni alle basi. Un altro limite consiste nella bassa specificità del Comet Assay, che è in grado di 
rilevare lesioni ai filamenti di DNA ma non di individuarne la causa, non discriminando per 
esempio tra gli effetti di agenti alchilanti, intercalanti, addotti o stress ossidativi. Questa tecnica non 
è in grado neppure di fornire informazioni sulla taglia dei frammenti di DNA, poiché questi non 
vengono separati durante il breve periodo della corsa elettroforetica. Un’accurata misurazione della 
dimensione dei frammenti richiederebbe l’utilizzo di tecniche più sofisticate (Cedervall et al., 
1995). 
Infine, l’utilizzo del Comet non consente, durante la fase di interpretazione dei risultati, di trovare 
una relazione tra l’ammontare di danno al DNA causato da uno specifico contaminante chimico e 
gli effetti di tale danno a livello dell’intero organismo (Olive et al., 1997; Merk et al., 1999).  
Inoltre, il Comet è in grado di evidenziare danni reversibili, in quanto, sebbene le rotture nei 
filamenti di DNA possono spesso essere correlate al verificarsi di alterazioni più consistenti, quali 
danni cromosomici o mutagenesi, possono però intervenire meccanismi di riparazione cellulare che 
ripristino le condizioni di integrità iniziali. 
Per avere un quadro più completo degli effetti genotossici dei contaminanti può dunque essere utile 
abbinare il test del Comet assay ad altri tipi di analisi, che siano in grado di rilevare anche 
alterazioni di tipo non reversibile, come per esempio quelle che riguardano il numero e la struttura 
dei cromosomi. 
 
1.3.3 Test del micronucleo 
 
Il Test del Micronucleo (Schmidt, 1975) permette di valutare il danno cromosomico, spontaneo o 
indotto, in termini di presenza di micronuclei. Un aumento nella frequenza delle cellule contenenti 
micronuclei può essere considerato un segnale di genotossicità dovuta ad agenti clastogeni (in grado 
di danneggiare direttamente il DNA inducendo rotture cromosomiche) o  aneuploidogeni (che 
alterano il numero di cromosomi agendo sul fuso mitotico e non direttamente sul DNA). Attraverso 
questo test non è però possibile discriminare quale dei due meccanismi sia all’origine della 
formazione dei micronuclei (Heddle et al., 1991) e quindi ad esso sono spesso affiancate altre 
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tecniche di studio, come l’ibridazione fluorescente in situ, o FISH (Fluorescence in situ 
Hybridization) (Barman et al., 1980; Migliore et al., 1999) che, attraverso sonde di DNA specifiche 
per le sequenze centromeriche dei cromosomi, e la marcatura con fluorocromi, permette 

























2. SCOPO DELLA TESI 
 
Scopo di questa tesi è stato valutare il potenziale effetto genotossico di particelle di biossido di 
titanio, TiO2, su leucociti isolati da campioni di sangue prelevati da esemplari di Tursiops truncatus 
in cattività. Questo lavoro si inserisce nell’ambito della ricerca sui nanomateriali, un settore 
relativamente recente e in crescente sviluppo.  
Non ostante il grande progresso effettuato dalle nanotecnologie negli ultimi decenni, solo 
recentemente ha iniziato a svilupparsi un interesse per quanto riguarda le implicazioni ecologiche 
dell’immissione nell’ambiente di questi materiali. Gli studi sull’ecotossicologia delle nanoparticelle 
risultano dunque piuttosto scarsi. In particolare, mentre per quanto riguarda altri tipi di contaminanti 
esistono diverse indagini circa il loro possibile impatto sulle cosiddette “specie sensibili”, come i 
mammiferi marini, così non è per le nanoparticelle. 
Si è deciso dunque di effettuare un’indagine preliminare sulla suscettibilità di cetacei odontoceti nei 
confronti di due forme particellate di biossido di titanio, il rutilo e l’anatasio.  
La scelta del biossido di titanio come sostanza da testare su degli organismi marini è stata guidata 
dal fatto che le nanoparticelle di TiO2 sono largamente utilizzate in diversi impieghi, in particolare 
nelle tecnologie di risanamento ambientale e di disinquinamento delle acque. Per questi motivi, esse 
hanno una grande diffusione negli ecosistemi naturali, e tendono preferenzialmente ad accumularsi 
nei bacini idrici e, dunque, in mare.  
La specie su cui sono stati effettuati gli studi è stata Tursiops truncatus, considerata a rischio, come 
molte altre specie di mammiferi marini, poiché soggetta a diversi tipi di disturbo antropico. Per via 
delle caratteristiche fisiologiche (possiedono grandi accumuli adiposi, in cui si concentrano 
preferenzialmente i contaminanti lipofili, e, come tutti i mammiferi, possono trasmettere alla prole 
le sostanze tossiche attraverso l’allattamento) e per il fatto di essere, come gli altri cetacei 
odontoceti, predatori terminali al vertice delle catene trofiche, questi animali sono particolarmente 
soggetti all’accumulo di diversi tipi di contaminanti e vanno dunque monitorati e salvaguardati 
preferenzialmente. 
Per effettuare questo studio è stato quindi indispensabile utilizzare tecniche non invasive, che cioè 
non comportassero danni agli organismi studiati. Sono stati dunque scelti delfini in cattività, anche 
poiché è molto difficile ottenere campioni di sangue da delfini in libertà senza creare un disturbo a 





3. MATERIALI E METODI 
 
3.1 TURSIOPS TRUNCATUS  (MONTAGU, 1821) 
 







Fig. 5. Coppia di tursiopi. 
 
3.1.1 Morfologia e comportamento in acqua 
 
Il tursiope è un delfino di mole grande, caratterizzato da una colorazione grigia, più scura sul dorso 
che sui fianchi, a volte interrotta da sfumature, con ventre bianco talvolta con riflessi rosacei. 
Presenta una corporatura tozza, capo con melone ben sviluppato separato da un solco dal rostro 
corto e tozzo (da cui il nome truncatus). La pinna dorsale, alta e falcata, si trova in posizione 
mediana, le pinne pettorali sono corte e sottili, i denti, robusti e conici, possono misurare fino a 9 
mm di diametro alla gengiva.  
Vista la grande variabilità geografica delle differenti popolazioni di tursiope, è impossibile fornire 
valori dimensionali medi validi per l’intera 
specie. In Mediterraneo, la lunghezza media è 
compresa tra 2,5 e 3,5 metri, con un massimo 
di 4. Il peso dell’adulto oscilla tra i 270 ed i 
350 Kg, con il maschio sempre di dimensioni 
maggiori rispetto alla femmina; il neonato 
misura circa 1 m.  
Malgrado la sua corporatura apparentemente tozza, il tursiope è un cetaceo agilissimo, che 
raggiunge facilmente notevoli velocità (fino a 30 Km/h) e si produce sovente in esercizi acrobatici, 
tra i quali salti in alto fuori dall’acqua fino a tre volte la sua lunghezza. Quando nuota in superficie, 
Fig. 6. Profilo di Tursiops truncatus. 
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emerge per respirare circa una volta ogni 15-20 secondi, e si immerge poi senza difficoltà per 
alcune centinaia di metri, forse anche 600, per un periodo massimo di 8 minuti. 
 
3.1.2 Ciclo vitale e riproduttivo 
 
La stagione riproduttiva del tursiope non è ben definita, in genere accoppiamenti e nascite 
avvengano nella stagione più calda. La maturità sessuale si aggira attorno ai 9-10 anni per le 
femmine e ai 10-13 anni per i maschi. La gestazione dura circa 12 mesi, e dal momento della 
nascita il piccolo rimane in stretto contatto con la madre per alcuni anni, con uno svezzamento 
definitivo intorno alla seconda metà del secondo anno di vita. In genere l’intervallo tra due nascite è 




Il tursiope è prevalentemente ittiofago, tuttavia presenta una notevole flessibilità nell’adattare la sua 
dieta alla preda più facilmente ottenibile, cibandosi pertanto anche di calamari, seppie, polpi e, 
all’occorrenza, di crostacei ed altri invertebrati del benthos. 
I pesci più frequentemente catturati sono quelli tipici delle acque basse in cui questo mammifero 
vive: cefali, anguille, acciughe, sardine, sgombri, aringhe, triglie ecc.. 
E’ stata spesso osservata l’abitudine di cacciare in gruppo, sfruttando la perfezionata socialità tipica 
della specie. Una particolare tecnica di caccia utilizzata da alcuni tursiopi è la strand-feeding o 
beach hunting, simile a quella usata dalle orche: i delfini radunano prima i pesci verso le coste 
sabbiose, nuotando paralleli ad esse, poi li spingono sulla sabbia e se ne nutrono spiaggiandosi 
parzialmente o completamente. Infine tornano al mare, con un movimento ad U. E’ una tecnica 
piuttosto pericolosa, per questo viene praticata generalmente nei periodi di alta marea. Può essere 
praticata da individui solitari o da gruppi di delfini che collaborano per la cattura dei pesci. È un 
comportamento che si sviluppa solo nei tursiopi nati da altri beach-hunters, ma studi effettuati sul 
DNA mitocondriale hanno portato ad escludere una trasmissione genetica di questa tecnica di 
caccia, per cui si pensa che i delfini la imparino osservando le loro madri (Sargeant, B.L. et. al.,. 
2005). 
In molte zone il tursiope ha modificato il suo comportamento alimentare per avvantaggiarsi delle 
attività di pesca dell’uomo, sia sottraendo il pesce alle reti, sia nutrendosi del pesce di scarto gettato 




Il tursiope è uno dei cetacei che maggiormente si adatta ai diversi habitat. L’ambiente più tipico è 
quello costiero, soprattutto nelle acque basse, limacciose, calme delle lagune, dei canali, degli 
estuari e degli atolli, ma anche lungo coste rocciose, dove l’acqua è limpida e relativamente 
profonda. Grazie alla sua grande adattabilità, riesce a risalire il corso dei fiumi e permanere in 
ambiente d’acqua dolce per un periodo limitato di tempo. Esiste anche un ecotipo pelagico di 
tursiope, che predilige la vita lontano dalle coste, in pieno oceano. Nel Mediterraneo, malgrado rari 
avvistamenti di tursiopi a notevole distanza dalla costa, l’ecotipo prevalente è quello costiero, 
essendo la profondità media dei luoghi di avvistamento di poco superiore ai 100 metri. 
 
3.1.5 Comportamento sociale, interazioni con l’uomo e stato di conservazione 
 
Alcune popolazioni di tursiopi costieri hanno organizzazione sociale ben nota. L’unità sociale 
fondamentale è l’unità familiare, un gruppo di 5-10 femmine adulte che che vivono in associazione 
con i loro piccoli non ancora svezzati, che crescendo andranno a formare gruppi misti di giovani e, 
al raggiungimento della maturità sessuale, se femmine, andranno a raggiungere un’altra unità 
familiare, se maschi, formeranno coppie che andranno a unirsi ai gruppi di femmine solo nel 
contesto riproduttivo. 
Le interazioni tra uomo e tursiope sono generalmente positive, ma esistono casi in cui l’abitudine di 
questi animali a sottrarre il pesce dalle reti ha suscitato l’ostilità di alcune popolazioni di pescatori. 
In molte parti del mondo (Mar Nero, Giappone, Filippine…) inoltre, questi delfini sono catturati a 
scopo alimentare o per fornire esemplari vivi agli acquari. Malgrado questo cetaceo sia ancora 
abbondante nel mondo, le sue abitudini costiere lo costringono a vivere in alcune tra le regioni 
marine più soggette a degrado da parte dell’uomo, da cui ha quindi iniziato a scomparire, con la 
creazione di lacune ogni anno più vaste e numerose. 
 
3.2 PRELIEVO E  PREPARAZIONE DEI CAMPIONI 
 
I campioni di sangue sono stati prelevati da 5 delfini in cattività presso il delfinario Oltremare srl di 
Riccione.  
I veterinari del centro Oltremare hanno effettuato i prelievi nella pinna caudale degli animali, 
mentre questi venivano tenuti fermi in superficie dagli addestratori. 
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Tabella 1. Nomi e sesso degli esemplari di Tursiops truncatus da cui è stato prelevato il sangue utilizzato per 
le esposizioni sperimentali. 
 
Nome ULISSE MICHA  GOLIA TABO PELE’ 
Sesso maschio maschio maschio maschio femmina 
 
I campioni di sangue sono stati ottenuti tramite due prelievi, effettuati in due date diverse. Il primo 
prelievo, effettuato su Micha e Pelè, un maschio e una femmina adulti, è avvenuto il 10 febbraio 
2009. Il secondo, datato 17 febbraio 2009, ha interessato invece Tabo, Ulisse e Golia, tre maschi 
adulti. 
Il sangue prelevato, in quantità di circa 9 ml per ogni animale, è stato conservato in provette 
eparinizzate con litioparina, che sono state trasportate direttamente al laboratorio di Pisa in un 
contenitore isolato termicamente e mantenuto ad una temperatura di circa 4°C. 
 
3.3 PROCEDURA DI LISI  
 
Per poter effettuare sia i test di genotossicità che quelli di citotossicità è stato opportuno isolare i 
leucociti operando una lisi cellulare degli eritrociti, in quanto da esperimenti precedenti l’uso di 
sangue intero era risultato problematico per via della sua tendenza a formare coaguli. Per effettuare 
questa procedura è stato necessario preparare innanzitutto una soluzione di lisi, composta da NH4Cl, 
KHCO3 e Na2ETDA, con pH 7.4. Questa soluzione è stata utilizzata per risospendere il sangue 
intero, secondo la proporzione 1:7. La soluzione così ottenuta è stata centrifugata  a 3000 rpm per 5 
minuti. Il pellet venutosi a formare dopo la centrifugazione è stato separato e sottoposto ad un 
lavaggio con 3.5 ml di RPMI-1640. Dopo una seconda centrifuga a 3000 rpm per 5 minuti, il pellet 
è stato nuovamente isolato e risospeso utilizzando 3.5 ml di una soluzione composta  da: RPMI-
1640; FBS (10%); PEN/STR (1%).  
 
3.4 SOSTANZE UTILIZZATE E ESPOSIZIONE 
 
Per l’esposizione dei leucociti di tursiope sono state utilizzate due diverse forme di biossido di 
titanio: il rutilo e l’anatasio, caratterizzati da due distinte strutture cristalline. Entrambi i tipi di 
particelle sono stati acquistati da Sigma-aldrich, ma, mentre per l’anatasio erano disponibili 
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strutture propriamente definibili nanoparticelle, in quanto di dimensioni inferiori ai 25 nm, per il 
rutilo sono state reperibili solo particelle di dimensioni < 5000 nm.  
Le polveri, prima della pesata, sono state sterilizzate ponendo le bottiglie di vetro pyrex in cui erano 
contenute in stufa a 120°C per 120 minuti.  
Successivamente, è stata preparata una soluzione “madre”, in cui le polveri sono state disperse nel 
mezzo completo (costituito da 1% PEN/STREP, 10% TBS e RPMI fino a volume) alla 
concentrazione di 100 µg/ml.  
Le particelle hanno poi subito un particolare trattamento prima di essere utilizzare per l’esposizione 
dei linfociti. Come già detto, infatti, le nanoparticelle presentano una forte tendenza a formare tra 
loro delle aggregazioni. Queste possono essere scisse tramite rimescolamento, sonicazione o 
applicazione di turbolenza, ma, a meno che le condizioni siano adeguate per una dispersione stabile, 
il sistema tende a riagglomerare rapidamente. Questo è un problema riscontrato in molti studi 
tossicologici, in cui spesso le particelle sono state disperse in fluidi fisiologici/biologici tamponati o 
ricchi di proteine, caratterizzati dunque da elevata forza ionica. Per poter effettuare le esposizioni, 
dunque, le particelle di biossido di titanio, sono state sottoposte a sonicazione a 35 kHz per 30’ in 
un sonicatore “bath type”(transoning 460 ELMA).  
In seguito, sono state effettuate le diluizioni desiderate, del preparato così ottenuto, per ottenere le 
concentrazioni finali di 100, 50 e 20 µg/ml. Le sospensioni così ottenute, appena prima di effettuare 
i trattamenti, sono state sottoposte nuovamente a sonicazione per riportare in sospensione le 
particelle prima di essere testate sui campioni cellulari. 
Per verificare le dimensioni e lo stato di aggregazione delle particelle si è provveduto ad eseguire 
un’indagine con il microscopio elettronico a trasmissione (TEM). In particolare, la sospensione 
madre è stata diluita 1:10 e una goccia deposta su retini di nickel per TEM (150 mesh) ricoperti con 
membrana di formvar. I preparati sono stati lasciati asciugare all’aria e osservati con un TEM JEOL 
5x a 15.000 ingrandimenti. 
L’esperimento ha previsto l’utilizzo di due diverse tecniche di analisi del danno genotossico: il test 
del micronucleo e il Comet assay. Per effettuare le due analisi, i campioni di sangue lisato sono stati 
suddivisi in eppendorf da 2 ml per effettuare il Comet assay, e tubi da 10 ml per il test del 
micronucleo, ciascuno contenente circa 4x105 cellule.  
Per effettuare il test del micronucleo, i leucociti isolati sono stati esposti (in due repliche) a tre dosi 
delle due forme di biossido di titanio (20, 50 e 100 µg/ml), più un controllo. Per questo tipo di test 
la durata dell’esposizione è stata, per tutti i campioni, di 48 ore. 
Per quanto riguarda invece l’analisi delle rotture nei filamenti di DNA (Comet assay), i leucociti 
sono stati esposti in vitro alle stesse concentrazioni delle due sostanze, ma per tempi diversi. 
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L’esperimento ha dunque previsto, anche in questo caso, tre dosi di esposizione, rispettivamente 20, 
50 e 100 µg/ml, di entrambe le forme di TiO2, più un controllo. Il danno genotossico è stato valutato 
nelle cellule non esposte (t0), e dopo 4, 24 e 48 ore di esposizione. 
 
3.5 TEST DEL TRYPAN BLUE PER LA VITALITA’ CELLULARE 
 
Prima di valutare gli effetti genotossici delle particelle di biossido di titanio, si è proceduto alla 
verifica della vitalità cellulare. Ad ogni tempo di esposizione, dunque (t0, 4, 24 e 48 ore), e per ogni 
sostanza e dose testata, è stato prelevato un piccolo quantitativo di sospensione cellulare con cui è 
stato effettuato il test del Trypan Blue. 
Il Trypan blue è un colorante vitale diazoico utilizzato per testare la vitalità cellulare in quanto 
colora selettivamente di blu solo le cellule morte, mentre non modifica la colorazione delle cellule 
vive, che presentano membrane cellulari integre. Dal momento che le cellule sono molto selettive 
riguardo ai composti che possono attraversare la membrana, in una cellula vitale il colorante non è 
assorbito, mentre risulta libero di attraversare la membrana di una cellula morta. Di conseguenza, le 
cellule morte, se osservate al microscopio, risultano di colore blu. Poiché le cellule vive non 
vengono colorate, questo test è anche detto Dye Exclusion Method. 
Per effettuare questo test è stato opportuno effettuare dapprima per ogni campione una conta 
cellulare per valutare la densità di cellule e, se necessario, operare un’adeguata diluizione prima di 
aggiungere  0.4% Trypan Blue in proporzione 1:1 al nostro volume di sospensione cellulare. Dopo 
aver mescolato delicatamente, si è lasciato agire il colorante per 5 minuti a temperatura ambiente. In 
seguito, sono stati prelevati 10 ml della soluzione di cellule colorate e sono stati posti in un 
emocitometro (camera di Burner), dove sono state contate al microscopio le cellule vive (non 
colorate) e morte (colorate di blu). Dopo aver calcolato il numero di cellule non colorate in ogni 
quadrante, moltiplicandolo per 2x104 si è ricavato il numero di cellule/µl, e la vitalità espressa in 
percentuale è stata ottenuta dividendo il numero di cellule vitali per il numero totale di cellule. 
(Protocol for use of the dye from Northwestern University) 
 
3.6 TEST DEL MICRONUCLEO 
 
Per valutare la presenza di alterazioni a livello cromosomico, è stato effettuato il test del 
micronucleo. Esso consiste nell’osservazione al microscopio delle cellule esposte, durante la 
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divisione cellulare, alla sostanza di cui si vuole testare l’effetto, e successivamente colorate con 
GIEMSA per evidenziare il materiale genetico.  
Nel caso l’esposizione alla sostanza comporti effetti clastogeni (rotture cromosomiche) o 
aneuploidogeni (perdita di interi cromosomi durante la mitosi) nella cellula osservata saranno 
visibili, oltre al nucleo, porzioni di DNA (i micronuclei) sparse per il citoplasma, che non sono state 
incorporate nei due nuclei figli formatisi durante le ultime fasi della divisione cellulare. Tali 
alterazioni appaiono come dei piccoli nuclei accessori, morfologicamente simili a quelli normali, 
ma di dimensioni notevolmente ridotte. Infatti, per essere considerati veri e propri micronuclei, 
generalmente non devono superare un terzo delle dimensioni del nucleo principale. 
Per effettuare questo test sono stati utilizzati campioni di 0,3 ml di soluzione di leucociti lisati (due 
repliche per ogni tipo di esposizione prevista dall’esperimento), messi in coltura per 72 ore in un 
incubatore (dotato di rotore per inserirvi le provette) a 37°C, in tubi a fondo tondo da 10 ml 
contenenti: 
- Pen/strep 1% 
- Siero bovino fetale 10% 
- PHA (fitoemagglutinina)1,5% 
- RPMI 1640 
Con un volume finale di 5 ml. 
Dopo 24 ore di incubazione, alle cellule in coltura sono stati effettuati i trattamenti, dunque per ogni 
animale in due tubi non è stata aggiunta nessuna sostanza (controlli); i leucociti contenuti nei 
restanti tubi sono stati esposti (sempre in due repliche) a 20, 50 e 100 µg/ml delle due forme di 
biossido di titanio. Dopo 44 ore è stato effettuato un trattamento su tutti i campioni con 100 µl di 
Citocalasina B (6 µg/ml), una tossina che inibisce l’actina impedendo la citodieresi durante la 
mitosi, permettendo così di distinguere facilmente le cellule mononucleate, che non si sono divise, 
da quelle binucleate, che hanno completato la divisione nucleare durante la coltura in vitro, e sono 
quelle che vanno osservate durante la ricerca dei micronuclei. 
Dopo 72 ore è stato effettuato il recupero delle cellule, seguendo la seguente procedura: 
- trasferimento della sospensione cellulare in tubi a fondo conico; 
- centrifugazione a 2000 rpm per 5 minuti; 
- eliminazione del sopranatante; 
- trattamento con 5 ml di soluzione ipotonica (KCl 0,075 M) precedente portata a 37°C 
- trattamento immediatamente successivo con 400 µl di una soluzione di prefissativo fresco 
(metanolo e acido acetico in rapporto 3:5); 
- centrifugazione per 5 minuti a 2000 rpm; 
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- aggiunta di metanolo puro e conservazione in frigo a +4°C per almeno un’ora. 
Dopo aver effettuato questi trattamenti è stato possibile bloccare la procedura e completarla anche 
dopo alcune settimane, purchè i preparati fossero mantenuti sempre alle temperature indicate. In 
seguito sono stati allestiti i vetrini, utilizzando la seguente procedura: 
- centrifugazione a 2000 rpm per 5 minuti (o a 1000 rpm per 10 minuti); 
- trattamento con una soluzione di fissativo (metanolo e acido acetico in rapporto 7:1, in condizioni 
di umidità ambientale intorno al 65%) 
- ripetizione delle due precedenti operazioni per due volte; 
- risospensione del precipitato finale (circa 0,5 ml) e gocciatura su vetrini (in genere 2 per tubo) 
freddi (-20°C); 
- asciugatura dei vetrini all’aria; 
- colorazione dei vetrini con una soluzione di GIEMSA al 4,5% in H2O deionizzata al buio per 10 
minuti, 
- risciacquo con H2O distillata e asciugatura. 
 
3.7 COMET ASSAY 
 
Per valutare il livello di danno genotossico, sotto forma di rotture nei filamenti di DNA, causato 
dall’esposizione dei leucociti alle due forme di biossido di titanio, è stato utilizzato l’alkaline single 
cell gel electrophoresis, o Comet assay, nella versione sviluppata da Singh et al., ossia con pH>13. 
Il protocollo seguito è stato quello modificato da Tice et al., 1999. 
Prima di poter effettuare il test, è stato necessario numerare e preparare i vetrini affinchè tutti 
presentassero uno strato superficiale di NMPA (Normal Melting Point Agarose). Questa procedura 
è stata effettuata riscaldando il NMP Agarose (diluito all’1% in PBS) in un opportuno beaker ed 
immergendovi i vetrini, poi asciugati nella parte inferiore e lasciati seccare all’aria a temperatura 
ambiente. 
Ciascuna soluzione di leucociti lisati, contenuta in una diversa eppendorf, è stata poi mescolata con 
150 µL di LMPA (Low Melting Point Agarose) (diluito allo 0.5% in PBS) a 37°C, in modo da 
ottenere 75 µl di soluzione per ognuno dei due vetrini risultanti da ciascun trattamento. Il composto 
è stato quindi stratificato sui vetrini da microscopia precedentemente preparati, adagiati su di una 
piastra metallica fredda per favorire la solidificazione dello strato. Su ciascun vetrino è stato 
deposto un coprioggetto, con lo scopo di far distendere lo strato di gel, dopodichè i vetrini sono stati 
posti al buio per 5 minuti a 4°C, sempre per permettere la solidificazione dell’agarosio. Trascorso il 
tempo d’attesa, i coprioggetti sono stati rimossi delicatamente, e su ciascun vetrino è stato deposto 
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un terzo strato di gel (85 µl di LMPA). Il vetrini, coperti nuovamente con i coprioggetti, sono stati 
lasciati solidificare ulteriormente a 4°C per 5 minuti. 
Dopo la solidificazione del terzo strato di gel, tolti i vetrini coprioggetti, i vetrini sono stati immersi 
in una soluzione di lisi precedentemente preparata e conservata in frigorifero. Essa viene preparata a 
partire da una soluzione detta prelisi (NaCl 2,5 M, Na2EDTA 100 mM, Tris HCl, pH 10) alla quale, 
poco prima dell’uso (almeno 30 minuti), vengono aggiunti dimetilsolfossido (DMSO) al 10% e 
Triton X 100 all’1%. Una volta immersi in questa soluzione, che ha la funzione di solubilizzare le 
membrane cellulari e nucleari, permettendo al DNA di migrare durante l’elettroforesi, i vetrini 
vanno conservati in frigorifero a +4°C, al buio, per un periodo di tempo minimo di un’ora, e 
massimo di 4 settimane. Tutte le operazioni finora descritte sono state svolte a temperatura 
ambiente, prestando attenzione ad esporre i preparati solo a luce gialla, per evitare che la luce solare 
causi danni aggiuntivi al DNA. 
Al momento di effettuare le corse elettroforetiche, i vetrini sono stati estratti dalla soluzione di lisi e 
disposti in una camera elettroforetica orizzontale uno accanto all’altro. La camera è poi stata 
riempita  con una soluzione tampone alcalina fredda (NaOH 300 mM, Na2EDTA 1 mM, pH>13),  
in modo tale che il liquido coprisse interamente la superficie dei vetrini, stando attenti ad evitare la 
formazione di bolle. I vetrini sono stati lasciati in queste condizioni per 20 minuti, affinché la 
doppia elica di DNA denaturasse e venissero espressi i danni in siti labili agli alcali.  
In seguito, si è potuta effettuare la corsa elettroforetica, somministrando una corrente di 25V e 300 
mA per 20 minuti. Trascorsi questi, i vetrini sono stati estratti dalla camera elettroforetica e trattati 3 
volte per 3 minuti con 2 ml di una soluzione neutralizzante (Tris-HCl, pH 7,5), al fine di ripristinare 
un pH quasi neutro e consentire la successiva colorazione. 
Dopo essere stati fatti asciugare all’aria, i vetrini sono stati riposti in scatole portavetrini, in 
ambiente secco, per permettere la conservazione in attesa dell’analisi al microscopio. 
Per rendere possibile l’osservazione delle cellule, i vetrini sono stati colorati con 100 µl di bromuro 
di etidio (2 µg/ml) ed analizzati al microscopio a fluorescenza (Jeneval) a 400 ingrandimenti. La 
migrazione del DNA verso l’anodo, proporzionale al danno genetico, è stata valutata mediante un 
sistema di analisi dell’immagine collegato al microscopio (Komet analysis system 4.0, sviluppato 
da Kinetic Imaging, LTD). Il parametro utilizzato per valutare il danno al DNA è stato la 
percentuale di DNA migrato nella coda della cometa, dal momento che altri parametri come la 
lunghezza della coda ed il tail moment si sono dimostrati influenzabili da parametri strumentali 
(McKelvey-Martin et al., 1993). 
Anche queste operazioni finali sono state svolte ad una temperatura di 20°C ed in condizione di 
assenza di luce diretta. 
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3.8 ANALISI STATISTICA 
 
Negli esperimenti effettuati, per ogni individuo analizzato sono stati testati gli effetti di tre dosi 
crescenti delle due forme di biossido di titanio, più un controllo, in tre tempi diversi. Per ognuno di 
questi punti sperimentali sono stati letti due vetrini, valutando il livello di danno di 25 cellule per 
ciascun vetrino, e dai dati così ottenuti sono stati ricavati i valori di media e deviazione standard. 
Utilizzando il programma informatico Statgraphic è stata poi condotta l’analisi multifattoriale della 
varianza (MANOVA) considerando le variabili: animale, sostanza, dose, tempo sperimentale e si è 
valutato come variava in funzione di esse il danno al DNA. Per rilevare le differenze nella 
migrazione del DNA è stato utilizzato il Multiple Range Test (MRT). Per ogni punto sperimentale è 
stata calcolata la significatività associata al valore ottenuto, per poter verificare la rilevanza 
dell’eventuale danno genotossico riscontrato nei vari campioni rispetto ai controlli, e valutare quale 

























4.1 MICROSCOPIA ELETTRONICA A TRASMISSIONE 
 
L’analisi tramite microscopia elettronica a trasmissione dei preparati ottenuti per le due forme di 
biossido di titanio ha mostrato che sia le particelle di anatasio che quelle di rutilo si associavano tra 
loro nella soluzione (RPMI) utilizzata per l’esposizione, formando aggregati di diverse dimensioni 
anche dopo il trattamento mediante sonicazione. La distribuzione di frequenza delle dimensioni 
evidenziava un limitato numero di particelle singole e/o piccoli aggregati <100 nm e un grande 
numero di aggregati con dimensioni variabili da pochi a molti µm, sia nella sospensione di anatasio 
che in quella di rutilo (Fig. 7). 
 
 
Fig. 7. Immagini ottenute tramite TEM di particelle di rutilo (A) e anatasio (B). In entrambi i casi si nota un 




Pertanto, sebbene la dimensione nominale dei due tipi di particelle usate in questa tesi sia diversa, 
anatasio e rutilo formano aggregati di dimensioni simili quando le due polveri sono sospese nel 
mezzo utilizzato per gli esperimenti di esposizione. 
 
4.2 COMET ASSAY 
 
Il grado di frammentazione del DNA è stato valutato in termini di percentuale del DNA migrato 
durante la corsa elettroforetica andando a formare la così detta “coda della cometa” (o “tail-DNA” 
come spesso indicato nella letteratura scientifica).  
Innanzitutto, è stato valutato il livello di danno genotossico presente nei campioni di sangue 
prelevati da ciascun animale (tempo zero), ossia prima che essi venissero sottoposti a qualsiasi tipo 
di esposizione. Questo test è servito per valutare il livello basale di integrità del DNA nelle cellule 
degli individui utilizzati per la fase sperimentale vera e propria. I risultati di questo screening 
iniziale sono mostrati nella figura 7.  
Come si può osservare, i risultati hanno mostrato una certa variabilità inter-individuale; in 
particolare due soggetti, Micha e Golia, hanno mostrato leucociti con un grado di frammentazione 
del DNA significativamente maggiore  (tail-DNA mediamente pari al 50%) di quello evidenziato in 
Pelè, Ulisse e Tabo, nei quali il valore di tail-DNA si mantiene inferiore a 30%.  Queste fluttuazioni 
nel grado di integrità del DNA tra delfini sono ampiamente in linea con quanto si riscontra in altre 
specie, tra cui l’uomo, per le quali è nota l’influenza di condizioni fisiologiche, età e sesso, stile di 




















Fig. 8. Grado di frammentazione del DNA nei leucociti isolati dal sangue dei cinque individui utilizzati per 
la sperimentazione. Le lettere indicano differenze significative tra le medie (p < 0.01); N (cellule analizzate 








Successivamente, sono stati valutati gli effetti causati in ciascun animale dall’esposizione a 
concentrazioni e tempi crescenti delle due forme di biossido di titanio, anatasio e rutilo 
rispettivamente. Per ciascun animale sono dunque state calcolate le medie e le deviazioni standard 
relative alla percentuale di DNA migrato dopo esposizione a 20, 50 e 100 µg/ml per 4, 24 e 48 ore, 
e nel rispettivo controllo. I valori ottenuti sono stati illustrati in una serie di istogrammi. In ogni 
pagina sono riportati tre istogrammi, relativi ad uno specifico individuo analizzato; gli effetti di 
rutilo e anatasio sono distinguibili grazie all’utilizzo di due colori diversi. In colore più scuro è 



































































Fig. 9. Grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) nei leucociti 
dell’individuo “Pelè” dopo 4, 24 e 48 ore di esposizione a biossido di titanio nelle due forme anatasio e 
rutilo. L’asterisco indica una differenza significativa rispetto al rispettivo controllo (* =  p < 0.05: ** = p < 
0.05). # = dato non disponibile. N (cellule analizzate per punto sperimentale) = 50. 
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Fig. 10. Grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) nei leucociti 
dell’individuo “Micha” dopo 4, 24 e 48 ore di esposizione a biossido di titanio nelle due forme anatasio e 
rutilo. L’asterisco indica una differenza significativa rispetto al rispettivo controllo (* =  p < 0.05: ** = p < 
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Fig. 11. Grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) nei leucociti 
dell’individuo “Golia” dopo 4, 24 e 48 ore di esposizione a biossido di titanio nelle due forme anatasio e 
rutilo. L’asterisco indica una differenza significativa rispetto al rispettivo controllo (* =  p < 0.05: ** = p < 






































































Fig. 12. Grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) nei leucociti 
dell’individuo “Tabo” dopo 4, 24 e 48 ore di esposizione a biossido di titanio nelle due forme anatasio e 
rutilo L’asterisco indica una differenza significativa rispetto al rispettivo controllo (* =  p < 0.05: ** = p < 
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Fig. 13. Grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) nei leucociti 
dell’individuo “Ulisse” dopo 4, 24 e 48 ore di esposizione a biossido di titanio nelle due forme anatasio e 
rutilo. L’asterisco indica una differenza significativa rispetto al rispettivo controllo (* =  p < 0.05: ** = p < 
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Come si può notare, tutti i soggetti rispondono all’esposizione al biossido di titanio, mostrando 
incrementi generalizzati del grado di frammentazione del DNA rispetto al controllo; tali differenze 
risultano significative per almeno una dose e/o tempo. Tuttavia, l’entità dell’effetto genotossico è 
alquanto diversificata nei vari individui (Figure da 9 a 13). In particolare, i soggetti Ulisse e Golia 
manifestano minori effetti genotossici in seguito all’esposizione a TiO2 rispetto agli altri tre.  
I valori maggiori di danno genotossico sono stati osservati nei leucociti trattati con le dosi più 
elevate e per i tempi maggiori. Tuttavia, il valore di tail-DNA dei controlli è risultato, in alcuni casi, 
piuttosto alto, attenuando la possibilità di discriminare con maggior nettezza l’effetto del 
trattamento.   
Per valutare più agevolmente l’ effetto dell’esposizione, tutti i dati individuali sono stati cumulati ed 
i risultati sono mostrati nelle figure 14, 15 e 16. Come si può notare, l’elaborazione statistica ha 
evidenziato la presenza di un effetto genotossico significativo del biossido di titanio nelle forme 
anatasio e rutilo anche nei dati cumulati. In particolare, dopo 24 h di esposizione si osserva un 
incremento significativo del danno al DNA nelle cellule esposte a 50 µg/ml della forma anatasio 
(Fig. 15). Dopo 48 h di esposizione l’effetto è più marcato, infatti l’anatasio si conferma nel suo 
effetto genotossico nelle cellule esposte a 50 µg/ml, mentre il rutilo risulta genotossico ad entrambe 
le dosi maggiori (50 e 100 µg/ml) (Fig. 16). Diversamente, dopo 4 h di esposizione non si osservano 








































Fig. 14. Valore medio del grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) 
nei leucociti di cinque individui dopo 4 ore di esposizione a biossido di titanio nelle due forme anatasio e 
rutilo. 
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Fig. 15. Valore medio del grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) 
nei leucociti di cinque individui dopo 24 ore di esposizione a biossido di titanio nelle due forme anatasio e 
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Fig. 16. Valore medio del grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) 
nei leucociti di cinque individui dopo 48 ore di esposizione a biossido di titanio nelle due forme anatasio e 
rutilo (* =  p < 0.05). 
 *      *                       * 
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Infine, è stata focalizzata l’attenzione sull’effetto del tempo di esposizione sul grado di 
frammentazione del DNA. Con questa finalità sono stati preparati due ulteriori grafici utilizzando i 
risultati ottenuti per l’esposizione alle dosi 50 e 100 µg/ml, alle quali sono stati riscontrati effetti 
genotossici significativi. Sono stati così costruiti due istogrammi, uno relativo alla dose 50 e uno 
alla dose 100, che riportano la percentuale di DNA migrato in funzione del tempo di esposizione ad 
























Fig. 17. Valore medio del grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) 
nei leucociti di cinque individui esposti a 50 µg/ml di TiO2 (anatasio e rutilo) in funzione del tempo. Le 
lettere indicano differenze significative tra medie (p < 0.05).  
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Fig. 18. Valore medio del grado di frammentazione del DNA (espresso come percentuale di DNA migrato) 
nei leucociti di cinque individui esposti a 100 µg/ml di TiO2 (anatasio e rutilo) in funzione del tempo. Le 
lettere indicano differenze significative tra medie (p < 0.05).  
 
In seguito ad esposizione ad entrambe le dosi (50 e 100 µg/ml) si osserva un effetto significativo del 
tempo sia per la forma anatasio che per il rutilo. Infatti, in entrambi i casi, l’esposizione alle 
particelle causa un incremento progressivo del grado di frammentazione del DNA alle 4 e 24 ore, 
mentre non si osservano ulteriori aumenti del DNA migrato dopo 48 ore di esposizione. Questo 
risultato potrebbe essere dovuto all’effetto di un efficace intervento dei sistemi di riparazione del 
DNA. 
 
4.3 VITALITA’ CELLULARE 
 
Il test del Trypan blue è stato effettuato per rilevare quali fossero le condizioni di vitalità delle 
cellule trattate durante l’esperimento. In tutti i campioni cellulari analizzati è stata rilevata una 
vitalità cellulare molto elevata, con una percentuale di cellule che si coloravano (cellule morte) 
molto inferiore rispetto a quelle rimaste bianche (cellule vive).  
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Fig. 19. Immagine di una parte della griglia dell’emocitometro contenente cellule vitali di colore bianco e 
cellule morte colorate di blu dal colorante Trypan blue. 
  
Effettuando una media delle percentuali di cellule vitali presenti nei campioni dei vari animali al t0, 
è risultata una vitalità media del 96.76%, contro un valore di mortalità del 3.24%. 
I valori di vitalità ottenuti dalle conte effettuate dopo i vari trattamenti sono risultati anch’essi molto 
elevati, oscillanti sempre tra l’85 e il 100 % di cellule vitali, anche dopo esposizione alle dosi più 
elevate (50, 100 µg/ml) di biossido di titanio, per tutti i tempi di esposizione.  
Questo dato rafforza la conclusione che le particelle di biossido di titanio siano responsabili 
dell’effetto genotossico osservato, in quanto permette di escludere che il danno al DNA sia 
conseguente alla morte cellulare 
 
4.4 TEST DEL MICRONUCLEO 
 
Purtroppo non è stato possibile analizzare i risultati del test del micronucleo, in quanto le particelle 
di biossido di titanio hanno avuto la tendenza a formare degli agglomerati, rendendo illeggibili i 
vetrini. In seguito ad utilizzo del colorante Giemsa, una sostanza specifica per i nuclei, che però 
tende a depositarsi anche sulle altre sostanze presenti sui vetrini, non è stato possibile discriminare i 
tra micronuclei e aggregati di particelle.  
Nei vetrini ottenuti dall’esperimento di esposizione al biossido di titanio distinguere le cellule, e in 
particolar modo quelle binucleate, utili al fine del test del micronucleo, dagli agglomerati di 
particelle depositati sui vetrini, è stato molto difficoltoso. Durante la fase di analisi non è stato 
infatti possibile raggiungere la lettura di 500 cellule per vetrino, che è il valore richiesto per poter 





Fig. 20. Fotografia di un vetrino preparato per il test del micronucleo in cui le cellule (di colore azzurro più 
chiaro) sono ricoperte da agglomerati di particelle di biossido di titanio. 
 
Per effettuare lo studio della genotossicità del biossido di titanio ci si è dunque limitati all’analisi 
dei risultati ottenuti tramite il test del Comet assay. 
Come possibile soluzione da adottare nei futuri esperimenti potrebbe essere utilizzato un colorante 
fluorescente specifico per il DNA, auspicabilmente in grado di mettere in evidenza il materiale 



















Sebbene l’utilizzo dei  nanomateriali sia un fenomeno in crescente sviluppo in una grande varietà di 
processi industriali e prodotti commerciali, la conoscenza delle implicazioni ecologiche che 
l’immissione di questi materiali nell’ambiente naturale potrebbe avere è ancora insufficiente. 
Come risulta dal comportamento della maggior parte dei contaminanti ambientali, il mare 
rappresenta un luogo di accumulo preferenziale delle sostanze inquinanti. Visto l’utilizzo del 
biossido di titanio in molte tecnologie, tra le quali alcune procedure di risanamento ambientale e di 
decontaminazione delle acque, questa sostanza è destinata a raggiungere gli oceani attraverso 
diverse vie, e in particolar modo tramite l’immissione negli ambienti acquatici delle acque di 
scarico degli impianti industriali (Moore 2006; Owen et al. 2005). 
L’approccio utilizzato in questa tesi rappresenta un primo tentativo di stabilire quale sia la 
suscettibilità di un mammifero marino, Tursiops truncatus, nei confronti dell’esposizione a 
particelle di biossido di titanio, con particolare riferimento alla valutazione dei potenziali effetti 
genotossici comportati da questa sostanza.  
Infatti, come già anticipato, la maggior parte della letteratura dedicata agli effetti dei nanomateriali 
si riferisce ai rischi per la salute connessi con l’esposizione umana (Handy et al. 2007), mentre gli 
studi ecotossicologici sono molto scarsi. In particolare, i pochi studi relativi all’ecotossicologia dei 
nanomateriali in ambienti acquatici si riferiscono ai loro effetti su specie d’acqua dolce di 
invertebrati (Lover net al. 2006) e pesci (sia in vivo che in vitro) (Federici et al. 2007, Vevers et al. 
2008).  
A tutt’oggi nessuna attenzione è invece stata rivolta ai potenziali effetti delle particelle di biossido 
di titanio sui predatori terminali marini, come i cetacei odontoceti. Tuttavia, questo ambito risulta di 
notevole interesse poiché questi organismi sono comunemente ritenuti essere particolarmente 
suscettibili all’impatto degli inquinanti, sia classici che emergenti. Le motivazioni di questo 
fenomeno sono legate al fatto che gli odontoceti, come altre specie di predatori che occupano il 
vertice della catena trofica, sono particolarmente soggetti a fenomeni di bioaccumulo. Per via delle 
loro caratteristiche fisiologiche, tuttavia, che li rendono scarsamente dotati della capacità di 
eliminazione degli xenobiotici, essi risultano più  a rischio rispetto ad altri vertebrati che occupano 
lo stesso livello trofico, come ad esempio il pesce spada o il tonno (Aguilar et al. 1991; Fossi et al. 
2000, 2007). 
In luce della carenza di informazioni relative al potenziale rischio tossicologico cui sono soggetti i 
mammiferi marini, è stato effettuato un approccio preliminare con esperimenti in vitro per stabilire 
la suscettibilità degli odontoceti alle particelle di biossido di titanio. La scelta di questa sostanza per 
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effettuare gli esperimenti di esposizione è stata motivata dal suo ampio uso in una vasta gamma di 
prodotti e processi industriali, che ne potrebbero causare l’immissione accidentale in ambiente 
marino.  
L’approccio utilizzato, non invasivo, ha previsto l’utilizzo di leucociti periferici ottenuti da 
campioni di sangue prelevati da delfini in cattività. La specie selezionata è stata il tursiope in quanto 
si tratta di quella più comunemente allevata nei delfinari poiché ben adattabile allo stile di vita in 
cattività. 
Il potenziale effetto genotossico delle due più comuni forme di biossido di titanio, l’anatasio e il 
rutilo, è stato testato mediante il Single Cell Gel Electrophoresis, o Comet assay, in condizioni 
alcaline. 
I risultati ottenuti mostrano un aumento statisticamente significativo della percentuale di DNA 
migrato dopo i tempi di esposizione maggiori alle dosi più elevate delle due forme di biossido di 
titanio. L’aumento di DNA migrato, valutato come percentuale di DNA presente nella coda delle 
cellule sottoposte a corse elettroforetiche, indica la presenza di rotture nei filamenti, causate 
dall’esposizione al particolato di biossido di titanio, che non sono state riparate. Un effetto 
genotossico significativo è stato osservato dopo 24 e 48 ore di esposizione alle dosi più alte di 
particelle di anatasio e rutilo, 50 e 100 µg/ml, mentre non è stato riscontrato alcun effetto dopo 4 ore 
di esposizione. 
In generale, i risultati indicano la presenza di una variabilità interindividuale, con alcuni soggetti 
solo moderatamente influenzati dal trattamento con biossido di titanio e altri che già alle condizioni 
iniziali presentano un considerevole danno al DNA. Almeno in parte, questa diversa suscettibilità 
può essere determinata dal diverso livello di danno basale riscontrabile nelle cellule di controllo non 
esposte al biossido di titanio. Un elevato livello iniziale di frammentazione del DNA, infatti, può 
mascherare gli effetti dei trattamenti. Similmente a quanto osservato per la frammentazione del 
DNA, anche i dati di vitalità cellulare hanno mostrato una notevole variabilità interindividuale. 
La presenza di un danno iniziale consistente in alcuni individui potrebbe essere legata alle differenti 
condizioni di salute caratteristiche degli animali campionati. Tuttavia, non si può escludere che le 
procedure cui sono stati sottoposti i leucociti possano aver contribuito, in alcuni casi, ad innalzare il 
livello di danno iniziale. In particolare, potrebbe avere avuto un effetto sulla percentuale di rotture 
nei filamenti di DNA riscontrata nei tempi iniziali la procedura di isolamento dei leucociti dai 
campioni di sangue, avvenuta tramite la lisi degli eritrociti.  
Come riportato nei risultati, le due forme di biossido di titanio, rutilo e anatasio, risultano avere un 
analogo potenziale genotossico, sebbene la dimensione nominale dei due materiali utilizzati fosse, 
secondo i dati forniti dalla casa produttrice, differente. Delle due forme utilizzate, infatti, soltanto 
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l’anatasio, di dimensioni < 25 nm, risulta essere strettamente una nanoparticella, mentre la forma di 
rutilo utilizzata, essendo di dimensioni < 5000 nm, presenta una composizione molto più 
eterogenea.  
I risultati ottenuti, indicanti un effetto significativo del rutilo dopo 24 e 48 ore di esposizione alle 
dosi di 50 e 100 µg/ml, e dell’anatasio per l’esposizione di 48 ore alle dosi di 50 e 100 µg/ml, 
risultano inaspettati. Essi sono infatti in controtendenza con le evidenze riportate secondo cui le 
dimensioni delle particelle sono un parametro rilevante nel determinarne la tossicità (Oberdörster et 
al. 1992). Basandosi su tali ipotesi ci si sarebbe infatti dovuti attendere una maggiore genotossicità 
esercitata dalle nanoparticelle di anatasio rispetto a quella causata dalle particelle non nanometriche 
di rutilo.  
Tuttavia, la caratterizzazione effettuata utilizzando la microscopia elettronica a trasmissione (TEM) 
delle due polveri di biossido di titanio, sospese in RPMI e sottoposte a sonicazione, ha evidenziato 
simili pattern di aggregazione per il rutilo e l’anatasio. Entrambe le forme analizzate, infatti, hanno 
mostrato una tendenza elevata a formare aggregati, con una piccola quota di particelle disperse 
singolarmente di dimensioni inferiori ai 100 nm e una grande prevalenza di aggregati di diametro 
compreso tra pochi e alcune decine di µm. Dunque, il simile effetto genotossico riscontrato nei 
leucociti dopo esposizione alle due forme di biossido di titanio potrebbe essere stato determinato 
dalla simile tendenza di queste a formare aggregati. 
In generale,  i risultati ottenuti da questo esperimento risultano consistenti con alcuni precedenti 
studi, che rilevano l’induzione di marcati effetti genotossici delle particelle di biossido di titanio su 
diversi tipi di colture cellulari. Tra questi, utilizzando sempre il Comet assay come tecnica di 
analisi, Wang et al. (2006) riportano un aumento di tre volte rispetto ai controlli della percentuale di 
DNA migrato in seguito ad elettroforesi di cellule linfoblastoidi umane trattate con particelle 
ultrafini di biossido di titanio. Altri studi, sempre effettuati su cellule di origine umana, rilevano una 
frammentazione del DNA in colture di fibroblasti (Dunfort et al. 1997) e in linfociti (Kang et al. 
2008) esposti a particelle di biossido di titanio con effetti dose- e tempo- dipendenti. Similmente, 
anche studi effettuati su colture cellulari di pesci (Vevers et Jha, 2008; Reeves 2008) rilevano effetti 
genotossici del TiO2 attraverso la misura della frammentazione del DNA con il Comet assay. 
Il risultato ottenuto tramite l’esperimento di esposizione dei leucociti di delfino al biossido di 
titanio, pur non mostrando effetti particolarmente elevati neppure alle dosi e ai tempi di esposizione 
più alti, indica comunque che l’esposizione alle particelle comporta un danno, seppur moderato, sia 
in termini di genotossicità che di citotossicità.  
Un dato interessante riguarda il fatto che l’induzione della frammentazione del DNA risulta essere 
maggiore ai tempi intermedi  di esposizione (24 ore) rispetto a quella riscontrata dopo 48 ore di 
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trattamento. Questo fenomeno potrebbe essere dovuto all’intervento dei meccanismi di riparazione 
del danno al DNA, in grado di contrastare efficacemente le rotture nei filamenti di DNA comportate 
dall’esposizione al biossido di titanio. 
Alcuni studi hanno dimostrato che gli effetti citotossici e genotossici indotti dalle nanoparticelle di 
TiO2 sono in gran parte dovuti all’aumento della concentrazione di specie reattive dell’ossigeno 
determinato dalle reazioni di formazione di radicali mediate dalla presenza di nanoparticelle. Esse, 
infatti, sono risultate in grado di promuovere una catena di reazioni che porterebbe come 
conseguenza una formazione di radicali dell’ossigeno in quantità tale da eccedere le capacità di 
difesa naturali degli organismi. Le conseguenze dell’aumentata presenza di specie reattive 
dell’ossigeno sono molteplici e portano ad un generale stato di stress ossidativo, che comporta 
l’alterazione strutturale e funzionale di proteine, lipidi di membrana e DNA,  con un generale 
effetto che comprende danni sia a livello genotossico che citotossico (Federici et al. 2007; Reeves et 
al. 2008). 
In questo contesto, il diverso grado di efficienza dei meccanismi di riparazione del DNA e dei 
sistemi di difesa antiossidanti potrebbe essere alla base della variabilità intraspecifica riscontrata e 
delle differenze osservate nella suscettibilità dei leucociti all’esposizione alle particelle di biossido 
di titanio.  
I diversi livelli di suscettibilità cellulare potrebbero dunque dipendere sia da meccanismi che 
intervengono prima che il danno si sia verificato, quali il complesso dei sistemi di difesa anti-
ossidante delle cellule, sia da meccanismi riparatori ritardati, che intervengono una volta che il 
danno al DNA è avvenuto. Le lesioni al DNA possono infatti innescare risposte che consistono in 
cascate di eventi di traduzione del segnale che possono indurre l’accumulo di diversi tipi di effettori 
cellulari. Per esempio, studi sui cambiamenti nei livelli di proteine coinvolte nelle risposte al danno 
causato da trattamenti di linfociti umani con biossido di titanio hanno dimostrato l’accumulo di p53, 
una proteina con un ruolo critico nella risposta a diversi tipi di stress, in particolare quello 
ossidativo (Kang et al. 2008). L’attivazione di questa proteina può comportare alternativamente un 
ritardo nel ciclo cellulare, per permettere la riparazione del danno, o l’induzione dei meccanismi di 
apoptosi, nel caso la cellula abbia subito un danno irreparabile.  
La serie di meccanismi che agiscono all’interno delle cellule esposte al biossido di titanio risulta 
comunque mediata da un gran numero di effettori cellulari e influenzata da diversi e molteplici 
fattori, fatto che può essere una delle cause alla base della variabilità riscontrata nei livelli di danno 
presenti nelle cellule esposte. 
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Dal confronto dei risultati, seppur preliminari, di questa tesi con i dati disponibili per i leucociti 
umani (Kang et al. 2008), emerge che le cellule di tursiope sono meno suscettibili rispetto a questi 
nei confronti dell’esposizione a particelle di TiO2.  
Sono stati analizzati in particolare alcuni studi in cui linfociti umani vengono esposti in vitro alle 
medesime concentrazioni di particelle di biossido di titanio cui sono stati sottoposti i leucociti di 
tursiope, per  6, 12 e 24 ore.  
Dai risultati ottenuti da Kang et al (2008) emerge che, in presenza di biossido di titanio, si verifica 
una diminuzione della vitalità cellulare dose- e tempo- dipendente nell’arco delle 24 ore, fino ad 
arrivare a valori inferiori al 40 % di cellule vitali nel caso dell’esposizione alla dose 100 µg/ml. Per 
quanto riguarda l’analisi del danno al DNA, i linfociti umani esposti a biossido di titanio hanno 
mostrato sempre una percentuale di DNA migrato statisticamente maggiore rispetto ai linfociti non 
esposti, anche in questo caso con un andamento nettamente dose- e tempo- dipendente (Kang et al., 
2008).  
Nel caso dei tursiopi, invece, la vitalità cellulare è risultata sempre molto elevata, superiore all’85 
%, e l’effetto genotossico, anche per dosi e tempi elevati di trattamento, è stato meno marcato 
rispetto a quanto osservato nei linfociti umani. In particolare, l’esposizione alle dosi minori di 
anatasio e rutilo per il tempo più breve (4 ore) ha determinato aumenti statisticamente significativi 
della migrazione del DNA in uno solo dei cinque individui indagati. Dopo esposizione alle dosi 
maggiori e per i tempi più elevati è invece stato riscontrato un aumento del grado di 
frammentazione nel DNA dei delfini, che percentualmente risulta però sempre inferiore a quello 
misurato da Kang et al. (2008) nelle cellule umane.  
Alla base di questa diversità nelle risposte di cellule umane e cellule di cetaceo si potrebbe dunque 
ipotizzare l’esistenza di un diverso livello di efficacia dei meccanismi di difesa antiossidante e di 
riparazione del danno genotossico in questi due organismi. 
Questa ipotesi risulta consistente con altri studi effettuati precedentemente, che, considerando altre 
sostanze contaminanti, ne comparano gli effetti sugli odontoceti rispetto a quelli riscontrati in ratti e 
umani. In particolare, studi che considerano gli effetti tossici del metilmercurio hanno verificato che 
i tursiopi riportano un minor livello di danno genotossico, a causa delle maggiori capacità riparative 
delle loro cellule rispetto a quelle umane (Betti et al. 1996; Taddei et al. 2001). 
Inoltre, è stato dimostrato che i cetacei odontoceti sono in grado di accumulare livelli molto elevati 
di mercurio in una forma insolubile (HgSe) nel fegato, sopperendo alle limitate capacità di 
escrezione ed evitandone gli effetti tossici che invece si esplicano generalmente in altre specie di 
vertebrati (Nigro et al. 1996; Nigro et al., 2002). 
 62 
Per avere conferma delle ipotesi formulate e per poter stabilire con maggiore sicurezza quale sia il 
potenziale genotossico delle particelle di biossido di titanio per gli odontoceti, si rendono necessari 
ulteriori studi.  
Allo stesso modo, sarebbe auspicabile riuscire ad analizzare il funzionamento dei meccanismi alla 
base della capacità riparativa delle cellule di questi organismi e verificare il ruolo dei sistemi di 
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